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Glossaire et abréviations. 
 
APCI :Atmospheric pressure chemical ionisation, ionisation chimique à la 
pression atmosphérique. 
 
API : Atmospheric pressure ionisation, ionisation à la pression atmosphérique. 
 
APPI : Atmospheric pressure photoionisation, photoionisation à la pression 
atmosphérique. 
 
Aoûtement : Lignification des pousses de la vigne correspondant à un arrêt de 
croissance et à une accumulation de réserves pour l’hiver. 
 
ARN : Acide ribonucléique. 
 
BABA : β-aminobutyric acid, acide β-aminobutyrique. 
 
Bathochrome (effet) : Déplacement de la bande d’absorption vers les grandes 
longeurs d’onde. 
 
Biotrophe (ou parasite obligatoire) : Se dit d’un parasite qui ne peut se 
développer que dans un organisme vivant. 
 
Cafféate 3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.68) : Enzyme catalysant le transfert 
d’un méthyl sur l’hydroxyle en position 5 du 5-hydroxy-conyferyladéhyde. 
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Cafféoyl CoA-3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.104) : Enzyme catalysant le 
transfert d’un méthyl sur l’hydroxyle en position 3 du cafféoyl-CoA. 
 
CCM : Chromatographie sur couche mince. 
 
CHS (EC 2.3.1.74) : Chalcone synthase, enzyme catalysant la formation de la 
naringénine à partir de la triple condensation du malonyl-CoA sur le p-coumaroyl-
CoA. 
 
COSY : (Corrélation SpectroscopY) Séquence RMN à deux dimension 
homonucléaire permettant de visualiser les couplages entre des noyaux 
identiques. (Ex : 1H-1H) 
 
Cultivars : Variétés pour une espèce donnée. 
 
Contamination : Première étape du développement d'une maladie durant 
laquelle l'agent pathogène pénètre dans l'hôte à partir de ses propres ressources.  
 
Débourrement : C’est le début de la phase de croissance. Les bourres s’écartent 
et laissent apparaître les bourgeons. Les bourres sont une sorte de duvet qui 
protège les bourgeons du froid pendant l’hiver. 
 
DEPT 135  : (Distortionless Enhamcement by Polarisation Transfer) Séquence 
permettant d’accroître la sensibilité de noyaux peu sensibles par transfert 
d’aimantation. Elle permet de visualiser et de différentier les protons reliés 
directement aux carbones sous forme CH, CH2 et CH3. 
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ED50  : (Effective Dose 50) Concentration minimale nécessaire d’une substance 
donnée capable de produire un effet quelconque sur 50% d’une population d’un 
organisme testé. 
 
Electromètre : Appareil à impédance d’entrée élevée permettant la mesure de 
charges et des courants faibles. 
 
Éliciteur : Biomolécule issue du pathogène ou de la dégradation du tissu végétal 
par le pathogène, induisant des réactions de défence dans la plante. Sa nature 
chimique peut être variable (protéine, oligopeptide, oligosaccharide, …). 
 
ESI : Electrospray ionisation, ionisation electrospray. 
 
Feuillaison : Les feuilles apparaissent et commencent à se développer. 
 
Floraison : C’est la phase de reproduction sexuée de la vigne. C’est à ce 
moment que la récolte va se décider. En cas de mauvaises conditions 
climatiques, la fécondation n’aura pas lieu ou que partiellement : ce phénomène 
est appelé la coulure. Certaines années, la fécondation est imparfaite et les 
ovaires mal fécondés produisent des grains qui restent petits et qui n’atteindront 
jamais leur maturité. Nous appelons ceci le "millerandage". Si la fécondation a 
bien eu lieu, l’ovaire va devenir un grain de raisin : cette période s’appelle la 
"nouaison". 
 
GC(-EI)-MS : Gas chromatography, chromatographie en phase gaseuse couplée 
à la spectrométrie de masse (source d’ionisation par impact électronique). 
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HMBC : (HEteronuclear Multiple Bond Coherence) Séquence permettant de 
visualiser des couplages 2J, 3J et 4J entre des noyaux différents (proton-carbone) 
et proches dans l’espace. 
 
HSQC : (HEteronuclear Single Quantum Coherence) Séquence permettant de 
visualiser des couplages 1J entre des noyaux différents (proton-carbone) liés. 
 
HPLC : High performance liquid chromatography, Chromatographie liquide à 
haute performance. 
 
HR : Humidité relative. 
 
Hyperchrome (effet) : Renforcement de l’intensité de l’absorption. 
 
Incubation : Phase durant laquelle un agent infectieux se développe dans un 
organisme sans que l'infection soit visible (l'incubation suit la contamination et 
prend fin dès l'apparition des symptômes pathologiques). 
 
Infection : Etablissement d’un agent pathogène dans une plante-hôte sensible. 
 
Inoculum : Pathogène ou partie de celui-ci, pouvant entraîner une 
contamination. 
 
LC: Liquid Chromatography, chromatographie liquide. 
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MS et MSn : Mass spectrometry, spectrométrie de masse. MSn désigne des 
expériences d’isolement et de fragmentation d’ion parents en ions-fils. 
 
Biotrophe (ou parasite obligatoire) 
 
Pérenne : Se dit d’une plante impliquant un programme cultural sur plusieurs 
années. 
 
Peroxydase (EC 1.11.1.7) : Enzyme catalysant les réactions d’oxydation 
suivantes, H2O2 + RH2  2 H2O + R;    H2O2 + 2 RH   2 H2O + R2. 
 
Phytoalexines : (du grec, φυτον = plante ; αλεξειν = défendre) Composés de 
faible poids moléculaire, toxiques pour les phytopathogènes et induits dans la 
plante infectée ou en état de stress. 
 
pI : Point isoélectrique. 
 
Plasmopara viticola : Agent pathogène responsable de la maladie du mildiou de 
la vigne. 
 
Pleurs : Remontées de sève au niveau des plaies de tailles. Il n’est pas rare de 
constater que les pleurs durent près d’un mois ; le temps que les plaies de taille 
soient cicatrisées. Même si les pleurs sont abondants, la souche de vigne n’est 
pas affectée ni affaiblie par ces remontées de sève. Par contre ils peuvent 
mouiller les jeunes bourgeons et ainsi accroître leurs sensibilités au gel. 
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Oospore : Spore résultant de la reproduction sexuée chez les oomycètes. 
 
Rf : Facteur de rétention. En chromatographie sur couche mince, c’est le rapport 
de la distance entre le spot d’intérêt et la ligne de dépôt sur la distance parcourue 
par le système de solvant utilisé. 
 
RH : Réponse ou réaction d’hypersensibilité, résultante de l’expression de gènes 
de résistance contre un pathogène. 
 
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire, absorption de radiations 
électromagnétiques à une fréquence donnée par un noyau atomique placé dans 
un champs magnétique. (Ex : 1H-, 13C-, 15N-, 19F-, 31P-RMN) 
 
RP : (Reverse Phase) Phase inverse, phase apolaire constituant la phase 
stationnaire d’un système chromatographique. La polarité peut varier suivant la 
grandeur des chaines carbonées fixées à la silice (RP-18 : chaîne de 18 
carbones). 
 
Sporange : Vésicule portée par un sporangiophore et renfermant les spores 
asexuées. 
 
Spore : Elément reproducteur contenu dans le sporange. 
 
Sporangiophore: Organe du mycélium portant les sporanges. 
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STS (EC 2.3.1.95) : Stilbène synthase, enzyme catalysant la formation du 
resvératrol à partir de la triple condensation du malonyl-CoA sur le p-coumaroyl-
CoA. 
 
Systémique : Se dit d’un produit chimique ou d’un pathogène qui est véhiculé 
dans tous les organes de la plante de manière intra- ou intercellulaire. 
 
RT : Temps de rétention. 
 
UV (rayonnements) : Radiations électromagnétiques de longueur d'onde de 400 
à 100 nanomètres. UV-A (400-320 nm), UV-B (320-280 nm) et UV-C (280-100 
nm). 
 
Zoospore : Spore asexuée mobile. 
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Résumé. 
 
Le Mildiou de la vigne, causé par un oomycète parasite obligatoire, Plasmopara 
viticola, est une des maladies les plus redoutées par les viticulteurs. 
Son apparition est occasionnée par des éclaboussures de pluie et de terre sur les 
tissues de la vigne après les fortes précipitations véhiculant les zoospores 
infectieuses présentes à la surface du sol. Certaines variétés comme le 
Chasselas (V. vinifera) sont sensibles au mildiou et laissent P. viticola germer et 
se développer. D’autres variétés, dont le Solaris, un cépage interspécifique, 
montrent des caractères de résistance par la formation de nécroses au niveau de 
sites d’infection et d’enkystement de zoospores de P. viticola, empêchant le 
développement du pathogène. Il est maintenant admis que l’accumulation de 
stilbènes dans les feuilles de vigne est corrélée à la résistance de la vigne contre 
le pathogène. 
Les méthodes d’analyse chromatographique couplée à la spectrométrie de 
masse (LC-ESI-MS et LC-APPI-MS) nous ont permis l’identification de nouvelles 
substances induites lors de la défense de la vigne contre P. viticola : 
- la trans-δ-viniférine, le trans-δ-resvépterol et le δ-viniférinol, qui sont aussi des 
produits obtenus in vitro par oxydation enzymatique d’un mélange de trans-
resvératrol et de trans-pterostilbène. 
- le trans-ε-resvépterol, 11 formes de resvératrolosides, 3 trimères de resvératrol 
dont l’α-viniférine, 7 dimères de resvératrol ayant des analogies avec l’ε-viniférine 
et 4 lignanes. 
Parmi les composés isolés d’écorce de bois de vigne, l’ampélopsine A, 
l’hopéaphénol, la vitisine A et les tétramères de resvératrol TT2 et TT2’, seul TT2 
étant induit dans la feuille infectée. Néanmoins, l’hopéaphénol, la  
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vitisine A et le mélange de TT2-TT2’ montrent des activités biologiques réduisant 
la motilité des zoospores de P. viticola. L’acide β-aminobutyrique (BABA) induit 
l’accumulation de lignanes et de stilbènes dans les feuilles de Chasselas 
infectées. 
Une nouvelle stratégie de synthèse du trans-pterostilbène a été élaborée grâce à 
un double couplage de Heck (rendement total : 11% ). L’origine du pterostibène 
dans la feuille de vigne infectée est aussi discutée. 
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Abstract. 
 
Downy mildew, caused by an obligatory oomycete, Plasmopara viticola, is a 
worldwidely distributed grapevine disease. 
This grapevine disease appears after strong rainy periods which allow zoospores 
migration from the soil to the plant. Some cultivars as Chasselas (V. vinifera) are 
sensitive to downy mildew and cannot avoid P. viticola germination and 
development. Whereas other cultivars as Solaris, an interspecific variety, show 
resistance capacities with necrosis formation on the infection sites of P. viticola, 
avoiding the pathogen development. 
Chromatographic methods coupled to mass spectrometry (LC-APPI-MS and LC-
ESI-MS) allowed us to identify new induced substances involved in grapevine 
plants defense against P. viticola : 
- trans-δ-viniferin, trans-δ-resvepterol and δ-viniferinol, that we could obtain by in 
vitro oxidative dimerisation of trans-resveratrol and trans-pterostilbene. 
- trans-ε-resvepterol, 11 resveratroloside forms, 3 resveratrol trimers among 
which the α-viniferin has been identified, 7 resveratrol dehydrodimers as ε-
viniferin analogues and 4 lignans. 
Among isolated compounds from grapevine’s bark, ampelopsin A, hopeaphenol, 
vitisin A and two resveratrol tetramers TT2 and TT2’, only TT2 should be induced 
in infected grapevine leaves. However, hopeaphenol, vitisin A and a mixture of 
TT2 and TT2’ show biological activities decreasing the P. viticola zoospores 
mobility. β-Aminobutyric (BABA) induced the accumulation of lignans and 
stilbenes in infected Chasselas leaves. 
A new strategy of trans-pterostilbene synthesis has been investigated through a 
double Heck reaction (overall yield : 11%). The pterostilbene origin in the infected 
grapevine leaves is discussed. 
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I Généralités. 
 
I-1 La vigne. 
 
La vigne est une plante pérenne et vivace : sa multiplication se fait 
essentiellement par bouturage. La reproduction sexuée est utilisée par les 
selectionneurs pour créer de nouvelles variétés. La famille Vitaceae comprend 
une dizaine de genres. Celui qui nous intéresse est le genre Vitis comportant une 
cinquantaine d’espèces. Parmi celles-ci, 18 sont d’origine américaine (Vitis 
rupestris, Vitis riparia, Vitis lambrusca, Vitis california, …). Certaines sont 
utilisées comme porte-greffe depuis la crise de la deuxième moitié du XIXe 
siècle, causée par le phylloxera qui a failli détruire la totalité des vignobles 
européens. Il existe une seule espèce européenne. Il s’agit de Vitis vinifera, 
comportant plusieurs milliers de variétés, communément appelée cépages 
(Chasselas, Solaris, par exemple…). 
Dans les pays tempérés comme la Suisse, la vigne connaît 2 périodes de 
développement : une période de repos et une période d’activité qui se 
décompose en plusieurs phases. La période de repos correspond à l’hiver. 
Comme toutes les plantes de nos régions, l’activité extérieure de la vigne 
démarre au printemps et se manifeste par des pleurs. Il s’agit de remontées de 
sève au niveau des plaies de taille. Les phases suivantes sont le débourrement 
et la feuillaison. Deux mois après le débourrement nous assistons à la floraison 
précédant la fécondation. Puis le raisin va grossir rapidement pendant quelques 
semaines, mais les baies vont rester vertes. Au mois d’août, deux phénomènes 
vont se produire parallèlement. Tout d’abord le phénomène concernant les bois : 
on parle de l’aoûtement, les sarments de l’année changent de couleur et passent  
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du vert au brun et deviennent ligneux. À ce moment, le raisin a reçu la quasi-
totalité des matériaux nécessaires à sa maturation et la vigne va commencer à 
faire ses réserves en amidon. Les grains changent de couleur ; on appelle ce 
phénomène la véraison. C’est à cet instant que les pépins vont se développer et 
c’est également à ce moment-là que la maturation commence. L’acidité du raisin 
diminue et la quantité de sucre du fruit augmente. On considère que la 
maturation est atteinte lorsque l’équilibre entre l’acidité et la quantité de sucre 
dans le raisin est optimum afin d’obtenir un vin équilibré. 
 
I-2 Les maladies de la vigne. 
 
En Europe, un large spectre de ravageurs attaquent la Vigne ; leur importance 
varie avec les zones climatiques. De nombreux insectes (pucerons, acariens,…) 
ont induit autrefois la perte de vignobles européens, mais l'utilisation de porte-
greffes résistants ainsi que de pièges sexuels par les services d'avertissements 
agricoles ont considérablement réduit ces types de nuisances [1,2]. Les 
nématodes cécidogènes (Meloidogyne spp.) engendrent des nodosités sur les 
racines et transmettent des virus. 
De nombreux parasites fongiques s'attaquent également aux vignes dont les plus 
importants sont : le mildiou de la vigne ou rot-brun, l’oïdium, la pourriture grise, 
l’esca, l’eutypiose, l’anthracnose, l’excoriose et le black-rot. 
Le mildiou est d’une grande importance économique. Grâce aux programmes de 
prévision [3], les traitements actuels sont mieux maitrisés. La lutte contre le 
mildiou de la vigne est aussi entreprise par les sélectionneurs qui préparent 
l’avenir en créant des cultivars résistants. Cette démarche fastidueuse, peut être 
facilitée par des critères biochimiques et analytiques de résistance aux maladies. 
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II- Introduction. 
 
II-1 Plasmopara viticola ([Berk. & Curt.] Berl. & de Toni) 
[4]. 
 
Le mildiou de la vigne est causé par un endoparasite biotrophe obligatoire de la 
classe des Oomycètes et de l’ordre des Péronosporales, P. viticola. Importé 
d'Amérique en France vers 1878, le mildiou est rapidement devenu l'un des plus 
redoutables ennemis de la vigne dans les vignobles mondiaux. Cette maladie 
peut infecter des espèces du genre Vitis. Les cultivars de l'espèce V. vinifera sont 
très sensibles alors que les espèces sauvages sont relativement résistantes [5]. 
Le mildiou peut causer des dommages directs à la vigne en provoquant la 
déformation des pousses, des vrilles et des grappes ou en provoquant la chute 
prématurée des feuilles. Même si le nom anglais du mildiou, downy mildew, 
ressemble à celui d'une autre maladie, powdery mildew (blanc de la vigne ou 
oïdium), ces deux maladies ne présentent pas les mêmes symptômes et ne 
demandent pas les mêmes mesures de lutte. 
 
P. viticola hiverne à l'état d'oospores essentiellement à l'intérieur des feuilles 
mortes (voir l'illustration du cycle biologique, figure 1). Au début du printemps, 
dès que les températures atteignent 8 °C, les oospores germent pour former des 
sporanges. 
Les sporanges contiennent des zoospores (des spores mobiles) qui sont 
dispersées sur les tissus de la vigne hôte grâce aux éclaboussures de pluie et de  
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terre occasionnées par les fortes précipitations. Ces zoospores pénètrent la face 
inférieure des feuilles, les vrilles et les pousses tendres par les stomates (petites 
ouvertures dans les tissus, qui rendent possibles les échanges gazeux). Elles 
peuvent germer en moins de 90 minutes lorsque les conditions sont optimales 
(18-24 °C et humidité libre). Une fois à l'intérieur du tissu hôte, P. viticola se 
propage dans le tissu. Si le temps est humide ou pluvieux et doux, il se forme un 
feutre, ou duvet mycélien blanc cotonneux, sur la rafle ou sur la face inférieure 
des feuilles.  
 
Ce duvet mycélien blanc ou grisâtre produit de nouveaux sporanges qui, quand il 
pleut, libèrent des zoospores disséminées par les éclaboussures de pluie à 
d'autres tissus, provoquant ainsi de nouvelles infections. 
Selon les conditions météorologiques, et selon la vulnérabilité des cultivars, on 
peut observer les symptômes moins de cinq jours après l'infection initiale. La 
prolifération du mildiou durant la saison dépend de la fréquence des périodes où 
la vigne reste mouillée et de la présence de tissus hôtes vulnérables. 
En fin de saison, des rosées ou des brouillards de longue durée peuvent 
déclencher des infections. À la fin de la saison de croissance, des oospores se 
forment à l'intérieur des feuilles mortes et passent ainsi l'hiver à l'abri sur le sol du 
vignoble jusqu'à ce qu'elles germent le printemps suivant. 
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Figure 1 : Cycle de vie de Plasmopara viticola [9]. 
SPORANGES 
PRIMAIRES 
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Pendant les périodes prolongées de pluie et des températures comprises entre 
11 et 24 °C, les lésions de mildiou apparaissent sous forme de petites tâches 
jaunes verdâtres ("tâches d’huile") sur la face supérieure de la feuille (figure 2A). 
Sur le revers des feuilles, se forme un feutrâge blanc duveteux (figure 2B). Les 
feuilles gravement infectées peuvent se rider, s'enrouler, puis tomber au sol 
prématurément. Une fois infectées, les jeunes pousses et les grappes deviennent 
souvent rabougries, tordues, épaissies et se déssèchent. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Des spores provenant des pousses et des feuilles à proximité peuvent 
contaminer des grains avant la véraison. Les grains deviennent alors brun clair, 
ramollissent et se détachent facilement de la rafle : on appelle ce phénomène "rot 
brun". 
 
 
Figure 2 : Feuilles de Chasselas infectées : 
(A) "tâches d’huile" sur la face supérieure ; 
(B) Développement du mildiou sur la face 
inférieure. 
A B 
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II-2 Stratégies de lutte contre le mildiou. 
 
II-2-1 Mécanismes de résistance. 
 
La vigne est capable de résister plus ou moins à ce pathogène par des 
mécanismes de résistances connus chez certaines variétés. La résistance 
mécanique peut être causée par la présence de longs poils adsorbants réduisant 
la mouillabilité de la surface inférieure des feuilles. Ces organes peuvent avoir 
plusieurs fonctions : absorption ou sécrétion. Nous savons qu’ils ont un rôle 
protecteur contre les fortes insolations, en évitant la transpiration excessive. 
Kortekamp et Zyprian [10] ont démontré que le milieu hydrophobe créé par 
l’accumulation des poils adsorbants prévenait la pénétration de microorganismes 
pathogènes. Les feuilles de Solaris (cépage résistant au mildiou) présentent des 
feuilles pourvues de longs poils, tandis que les feuilles de Chasselas (cépage 
sensible au mildiou) sont glâbres. Comme le soulignent Kortekamp et Zyprian, 
ces poils hydrophobes représenteraient la première stratégie de défense de la 
vigne contre le mildiou [10]. 
 
Des études histochimiques ont révélé la formation de complexes entre des 
glycoprotéines, des polysacharrides, des composés phénoliques des parois 
cellulaires et des réactions de lignification, ce qui contriburait à la résistance en 
réduisant la plasticité des parois et en créant des barrières mécaniques [10-12]. 
Lors de la germination des zoospores sur des feuilles de cépages résistants, la 
principale réaction demeure la réponse ou réaction d’hypersensibilité (RH) 
restant localisée dans la zone en contact avec le pathogène et généralement  
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visible sous forme de nécroses [13]. RH est le résultat de la mort programmée 
cellulaire au niveau du site d’infection. 
Actuellement, le modèle de Flor [14] sert à expliquer la résistance spécifique 
entre une plante et un phytopathogène par une interaction éliciteur-récepteur (Avr 
- R), correspondant respectivement au produit du gène d’avirulence (Avr) de 
l’agent pathogène et au produit du gène de résistance (R) de la plante [15]. Dans 
ce modèle, le gène Avr de P. viticola serait responsable de la production d’un 
éliciteur. Cette molécule serait reconnue par un récepteur, produit par le gène R 
de la vigne. La perception d’éliciteurs par les récepteurs, déclenche une cascade 
de signalisation aboutissant à l’activation coordonnée de gènes de défense, 
responsables de la lignification et de la production de radicaux libres, 
phytoalexines et PR (Pathogen Related)-protéines. 
 
II-2-2 Lutte conventionnelle. 
 
Le meilleur moyen de combattre le mildiou passe par la connaissance de la 
biologie de P. viticola et une pratique culturale intelligente à l’aide de bons 
produits phytosanitaires [16-21]. La taille et la conduite des vignes dans un 
système qui améliore la circulation d'air et favorise l'assèchement rapide du 
feuillage réduisent les risques d'infection. 
Nous distinguons deux types de traitements. Le traitement curatif agit 
efficacement en supprimant une évolution pathologique exprimée. Le produit 
utilisé pour ce genre de traitement est capable d'inhiber le développement du 
mycélium dans les tissus (au cours de l'incubation). C'est forcément un produit 
pénétrant ou systémique. Le traitement préventif n'agit efficacement que lorsqu'il 
est appliqué avant la pénétration de l'agent pathogène.  
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Un produit préventif inhibe surtout la germination des spores. C'est un produit de 
surface ou de contact. 
Parallèlement à la lutte fongicide, Il est important de débarrasser le vignoble des 
résidus de culture ou de les incorporer convenablement au sol tôt dans la saison, 
afin de réduire le nombre de spores qui hivernent. Un désherbage efficace et un 
bon drainage réduisent l'humidité relative et l'humidité libre propices à la 
propagation du pathogène. Il faut surveiller systématiquement les cultivars 
sensibles et utiliser des fongicides "anti-mildiou" efficaces de manière à ne pas 
favoriser l’apparition de souche de P. viticola résistantes à ces derniers. Les 
périodes cruciales de surveillance du mildiou vont d'un peu avant la floraison 
jusqu'à 10-14 jours après celle-ci. 
 
D’après Magnien C. [22], il est important que les conditions d’emploi des 
fongicides soient adaptées aux risques de l’année et modulées par rapport à 
l’agressivité des souches. La réussite de la protection anti-mildiou est donc 
étroitement liée à la qualité des prévisions des risques [3,9]. 
 
II-2-3 Usage de cultivars interspécifiques. 
 
Selon l’office fédéral de l’agriculture, entre 2000 et 2001, le Chasselas représente 
près de 80% des cépages blancs cultivés en Suisse (figure 3). 
L’origine du Chasselas est très vieille. Il proviendrait de Turquie ou aurait été 
apporté d'Egypte; de là il aurait suivi les Romains pour atteindre les régions 
septentrionales. Cultivé depuis fort longtemps, il a donné naissance à de 
multiples clones et mutants portant son nom ou des noms reflétant certaines de 
ses qualités particulières, comme le Fendant en Suisse, un chasselas dont la 
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peau se fend sous la pression du doigt sans que le jus ne s'écoule. 
Comme pour la majorité des cépages européens très sensibles à la coulure 
climatique (due au temps frais ou à l'humidité), il nécessite des traitements 
chimiques contre les maladies, dont le mildiou. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Des résultats statistiques d’une commission européenne nous indiquent que la 
vigne est la culture qui nécessite le plus d’application de fongicides (figure 4). 
Dans un communiqué de la station de recherche de Changins, Spring [23] 
affirme que les conditions météorologiques de l’année 1999 ont rappelés, de 
manière brutale, que le mildiou demeure un des problèmes majeurs pour le  
 
Figure 4 : Ce graphe montre les quantités 
moyennes de produits phytosanitaires appliqués 
en Europe (EU-15) entre 1992 et 1996. 
 
Figure 3 : 
Surface viticole 
des cépages 
blancs suisses, 
2000. 
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développement de la viticulture biologique. La volonté de réduire l’application de 
produits phytosanitaires souligne l’urgence de disposer de cépages présentant 
une résistance élevée aux maladies, en particulier au mildiou, et fournissant des 
vins d’un niveau qualitatif élevé. Durant ces dernières décennies, différents 
instituts de recherche dans le monde tentent de relever le défi. Le test de 
nouveaux cépages résistants aux maladies en provenance de divers instituts a 
débuté dès 1991 à la Station fédérale de recherche de Changins. Actuellement, 
ce sont plus de 100 obtentions, issues de croisement entre vignes européennes 
et vignes américaines ou asiatiques (hybrides) qui sont examinées. Une de ces 
variétés, demeurant notre sujet d’étude, est le Solaris (figures 5 et 6). Cette 
variété, obtenue par l’institut du vin de Freiburg (Allemagne) est issue d’un 
croisement entre deux cultivars, eux-mêmes issus de très nombreux croisements 
successifs (figure 6). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Différence morphologique entre les feuilles de Solaris (résistant au 
mildiou) et de Chasselas (sensible au mildiou) (Changins, 2002). 
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Figure 6 : Origine du Solaris. 
Avec l’accord de Pr Jean-Marc Neuhaus. 
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Sur le terrain, il démontre une certaine sensibilité à la coulure et au millerandage, 
une sensibilité moyenne face à l’oïdium et à la pourriture grise, mais une 
résistance élevée face au mildiou (figure 7). Son vin est plutôt décrit comme sec, 
puissant et chaleureux avec un bouquet légèrement fruité et une finesse 
moyenne. Une vendange surmaturée permet d’obtenir un vin doux gardant son 
caractère puissant avec des arômes complexes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il est clair que les cépages hybrides sont susceptibles de présenter un intérêt, en 
particulier pour le développement futur de la viticulture biologique. Il convient de  
souligner que leur résistance au mildiou, bien que supérieure à celle des cépages 
européens, n’est pas absolue. Selon l’importance de ces maladies, une 
protection phytosanitaire adaptée peut se révéler indispensable. 
 
 
Figure 7 : Feuille de Solaris infectée par P. 
viticola : Apparition de nécroses au niveau des 
nombreux sites d’infection (). 
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 II-2-4 Stimulation biotique et abiotique de la défense de la vigne. 
 
La stimulation des défenses naturelles de la vigne par l’application d’éliciteurs  
(molécules capable de mimer la perception d’un phytopathogène) d’origine 
biotique [24] ou abiotique [25-29], est un autre moyen d’améliorer la productivité 
et la qualité de la vigne. Ceci amène l’insertion d’éliciteurs dans un programme 
de lutte intégrée contre les maladies de la vigne, telles que le mildiou [26-30]. 
Les éliciteurs (figure 8) peuvent être d’origine biologique (Trichoderma viride, 
[24]), physique (traitement UV, [25]) ou chimique (chitosane [26,27], laminarine 
[28], dérivés d’acide salicylique [27], acide β-aminobutyrique [29,30]). 
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Figure 8 : Exemples d’éliciteurs : laminarine (1), 
chitosane (2), benzothiadiazole ou BTH (3), acide 
salicylique ou SA (4), acide 5-chlorosalicylique (5) 
et acide β-aminobutyrique ou BABA (6). 
1 (résidus de glucose liés par 
des liaisons β(1→3) et 
occasionellement par une liaison 
β(1→6)) 2 (résidus de glucosamine liés 
par des liaisons β(1→4)) 
3  
4 
6 
5 
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II-3 Les stilbènes. 
 
Les stilbènes représentent une famille de molécules dont un motif structural 
(figure 9, tableau 1) [31], à l’état monomèrique ou polymérique, est constitué d’un 
groupe diphényléthylène cis ou trans. Ils sont généralement isolés des plantes 
sous formes hydroxylés (monomères et oligomères de resvératrol), méthylés 
(pterostilbène, …), esterifiés, glycosylés (picéides, …) ou même prenylés 
(chiricanines) (voir les références au tableau 2, p. 49). Leur solubilité est 
négligeable dans l’eau et accrue dans la plupart des solvants organiques. Le 
resvératrol (3,5,4’-trihydroxystilbène), identifié pour la 1ère fois en 1940 dans le 
rhizome du vérâtre blanc [32], est le précurseur des stilbènes caractérisés, 
comme des phytoalexines de la vigne, par Langcake et Pryce [33-34] (figure 10). 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 1: Structure générale des stilbènes. 
 
 
 
       
R1  R2  R3 Précuseur phénolique  Stilbènes 
        
        
H  H  H acide cinnamique  pinosylvine 
H  H  OH acide p-coumarique  resvératrol 
OH  H  OH acide 2’,4’-dihydroxycinnamique  hydroxyresvératrol 
H  OH  OH acide cafféique  picéatannol 
H  OH  OCH3 Acide isoférulique  rhapontagénine 
        
HO
HO
R3
R1 R2
1
6 5
4
32
7
8
9
1011
12
13 14
 Figure 9 : Structure générale des stilbènes. 
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Figure 10 :  
Les stilbènes sont induits par la voie de biosynthèse de la L-phénylalanine, elle-même issue 
de la voie des shikimates. La stilbène synthase (STS) est l’enzyme clé qui favorisera la 
formation du resveratrol, précurseur monomérique des oligostibènes, à partir de la p-
coumaroyl-coA. Une compétition existe entre la STS et la chalcone synthase (CHS) car elles 
utilisent le même substrat tetracétonique. Les deux enzymes sont capable d’effectuer trois 
condensations successives du malonyl-coA sur le p-coumaroyl-coA donnant le même 
substrat (*), mais procèdent à un repliement différent de la queue aliphatique. Ceci sera à 
l’origine de la formation de différents systèmes aromatiques par différents mécanismes de 
cyclisation: La STS catalysera plutôt une aldolisation décarboxylative, tandis que la CHS 
catalyse une cyclisation de type Claisen [35]. 
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Sous lumière UV, ces stilbènes peuvent donner une intense fluorescence bleue 
(figure 11) et peuvent être révélés par les réactifs suivants : p-nitroaniline, o-
dianizidine et acide sulphanilique [36] ; IR nmax (cm-1) : 3200-3600 (O-H), 3000-
3100 (C-H aromatique), 2850-2960 (C-H aliphatique), 1590-1640 (C=C), 730-740 
(C=C cis), 960-970 (C=C trans) ; UV lmax (log ε) : 305 nm. L’addition de NaOH 
1N provoque un effet bathochrome et hyperchrome dû à la présence de 4-
hydroxyphényle dans leur structure [34]. Les dimères et autres oligomères 
présentent en général une structure aryl-dihydrobenzofurane (figure 12) comme 
le soulignent Sotheeswaran et Pasupathy [37]. 
Langcake et Pryce [33-34] ont mis en évidence cette classe de molécules, 
appelée viniférines (figure 13), jouant un rôle dans la défense de la vigne contre 
des stress biotiques et abiotiques. Ils ont décrit les oligomères du resvératrol 
suivant : l’ε-viniférine (dimère), l’α-viniférine (trimère cyclique), la β-viniférine 
(tétramère cyclique) et la γ-viniférine (oligomère de haut degré de 
polymérisation). Les structures des deux derniers sont encore inconnues. 
D’autres stilbènes sont retrouvés dans un grand nombre d’espèces végétales 
avec différents degrés de polymérisation (tableau 2). Les trans-monomères (par 
exemple, trans-resvératrol, resvératrol glucosylé, …) présentent en général un 
spectre UV de la forme présentée sur la figure 11, tandis que les cis-monomères 
absorbent autour des 280 nm. 
Figure 11 : Profil spectral UV caractéristique de stilbènes. 
I II 
III 
 I {308-336 nm} 
II {281-313 nm} 
Absorbance UV 
Longueurs d’onde 
II- Introduction. 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 48 
 
Les stilbènes ont déjà été identifiés dans la plupart des parties de la plante : fruits 
[38], écorce [39,40], feuilles. 
Dans la plupart des articles concernant les stilbènes caractérisés dans la nature, 
ces molécules sont très fortement associées à la résistance des plantes qui les 
produisent contre diverses maladies ou stress environnementaux. En 1993, Hain 
et al. publient dans "Nature" le premier rapport, traitant de l’acquisition d’une 
résistance plus efficace contre Botrytis cinerea de plants de tabac transgéniques, 
auxquels ils ont ajouté des gènes de STS isolés de la vigne [41]. 
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Figure 12 : (A,B) trans-2-aryl-2,3-dihydrobenzofurane ; (C) trans-2-aryl-2,3-
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Degré de Polym. Feuille Racine 
    
1 Van der Kaaden et al., [43]  (mappaine) ; 
Langcake and Pryce, [33,34,44] 
(pterostilbène, resvératrol). 
Ioset et al., [45] (chiricanines A-E). 
    
2 Dai et al., [46] (malibitols A-B) ; Langcake 
and Pryce, [33,34] (ε-viniférine). Pezet et 
al., [47] (δ-viniférine). 
Ducrot et al., [48] (cyphostémmines A-B) ; Bala et al., [49] (cis-ε-viniférine) ; Luo et al., [50] 
(isoampélopsine F, caraphénols B-C, ampélopsine F) ; Ohyama et al., [51] (leachianols F et 
G) ; Oshima and Ueno, [52] (ampélopsine D). 
    
3 Pryce et Langcake, [53] (α-viniférine). Huang et al., [54] (amurésines C et D) ; Luo et al., [50] (caraphénol A) ; Oshima and Ueno, 
[52] (cis-ampélopsine E). 
    
4 Dai et al., [46] (dibalanocarpol). Korhammer et al., [55] (ρ-viniferin) ; Oshima andUeno, [52] (ampélopsine H). 
    
Supérieur à 4  Huang et al., [54] (amurésines E et F) ; Ohyama et al., [56] (davidiol D). 
     
Degré de Polym. Écorce/bois  Tige/pédoncule Fruits (Protoplastes) 
 
 
    
 
1 
Aminah et al., [57] 
(diptoindonésine A). 
 Bavaresco et al., 
[38] (piceatannol) ; Pezet et Pont, 
[58] (pterostilbène). 
Commun et al., [65] ; 
Waffo-Teguo et al., [66-68] ; 
Decendit et al., [69]. 
     
 
2 
Lins et al., [64] (gnétines A-D) ; 
Tanaka et al., [65] (parviflorol, 
ampélopsine A) ; Diyasena et 
al., [66] (balanocarpol) ; Ito et 
al., [67]. 
Li et al., [68] (bétulifols A-B) ; 
Tanaka et al., [69] (isoampélopsine 
F) ; Khan et al., [70] (pallidol). 
 Waffo-Teguo et al., [35]. 
     
 
3 
Lins et al., [64] ( Gnetin E) ; 
Sotheeswaran et al., [71] 
(copalliférol A, stemonoporol). 
Tanaka et al., [72] (parthenocissins 
A-B) ; Iliya et al., [73] (latifolol). 
  
     
 
4 
Ito et al., [39] (vitisine C) ; Ito  
et al., [40] (vitisines A et D) ; 
Amalfitano et al., [74] 
(ampélopsine H). 
Ourtoule et al., [75] ; Yan et al., 
[76] (viniférol A) ; Li et al., [77] 
(Flexuosol A) ; Yan et al., [78] 
(viniférols B-C). 
  
     
Supérieur à 4 Ito T. et al., [67] (pauciflorol D).    
 
Tableau 2 : Revue de littérature non exhaustive sur la caractérisation de dérivés de resvératrol dans les différentes parties 
anatomiques de plantes parmi les genres suivants :Vitaceae, Dipterocarpaceae, Euphorbiaceae, Leguminosae, Sericeae et Gnetaceae. 
 Degré de Polym- : degré de polymérisation. 
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Figure 13 : Principaux stilbènes de la vigne. 
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III But du travail. 
 
Le mildiou de la vigne est une maladie, malheureusement très répandue dans le 
monde viticole, détruisant les vignobles. Le fait que P. viticola, l’agent pathogène 
en cause, soit un parasite obligatoire, rend difficiles les investigations analytiques 
sur les intéractions hôte-pathogène au niveau des feuilles. Langcake et Pryce ont 
décrit le resvératrol et ses dérivés comme des phytoaléxines produites par la 
vigne lors d’une réponse à un stress biotique ou abiotique [33,34]. Mais, les 
structures de certaines phytoalexines ne sont pas encore clairement élucidées. 
Le resvératrol est souvent l’objet d’étude pour ses effets bénéfiques sur la santé 
humaine, par ses propriétés anticancérigènes, antioxydantes, anti-inflammatoires 
et antivirales [79-86]. 
Afin d’approfondir nos connaissances sur l’implication de ces stilbènes dans la 
défense de la vigne contre le mildiou, il nous a fallu, dans un premier temps, 
mettre au point une méthode d’analyse rapide et sensible, basée sur la technique 
LC-MS à partir d’un système HPLC développé par Dr Roger Pezet. Nous avons 
établi l’éfficacité de la photoionisation (APPI) par rapport à l’ionisation par 
électrospray pour la détection de dérivés du resvératrol dans les feuilles de vigne. 
Puis nous avons montré quelques applications sollicitant cette méthode, à travers 
la caractérisation et l’identification de composés phénoliques présents dans les 
feuilles de cépages sensibles et résistants subissant des stress biotiques 
(infection par P. viticola), ainsi que des inductions abiotiques (irradiations UV et 
acide β-aminobutyrique, BABA) des stilbènes afin de renforcer la résistance 
naturelle de cultivars sensibles. 
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Étant dépourvu de quantités suffisantes à partir du matériel végétal pour des 
études structurales de ces substances, nous avons envisagé d’autres moyens, 
évoqués ci-après, qui nous ont permis de les étudier. 
L’aoûtement des sarments est un processus de lignification proche de celui qui 
est observé aux sites d’infection dans les réactions d’hypersensibilité. La 
recherche des stilbènes composant l’écorce du bois de vigne, nous aiderait à 
identifier les stilbènes induits dans les feuilles de vigne. Nous avons donc tenter 
de retrouver dans les sarments lignifiés des stilbènes différents et surtout en plus 
grande concentration, facilitant leur analyse, donc leur identification. Ces 
composés issus du resvératrol sont comparés et leur toxicité a été jugée par des 
biotests. 
La synthèse est parfois le seul moyen d’étudier des stilbènes toxiques présents à 
de faible concentration in vivo. La synthèse enzymatique de la δ-viniférine nous a 
permis son identification dans la feuille de vigne. 
En 2000, Amalfitano et al. ont suspecté dans du bois de vigne atteint par l’esca la 
présence d’un dimère de stilbène contenant du ptérostilbène [87]. Nous 
décrivons pour la première fois la détection du trans-δ-resvépterol (un nouveau 
stilbène hétérodimèrique) et le caractérisons par synthèse biochimique. Son effet 
toxique sur la mobilité des zoospores de P. viticola sera aussi discuté. 
Enfin, nous présentons une nouvelle voie de synthèse chimique du trans-
pterostilbène (connu comme une des phytoalexines de la vigne et supposé 
précurseur du trans-δ-resvépterol) par une double réaction de Heck. La 
biosynthèse du pterostilbène n’est pas encore très bien comprise, cependant 
nous en avons profité pour discuter sur son origine dans la plante infectée en 
faisant état de quelques hypothèses. 
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IV Matériel et méthodes. 
 
IV-1 Matériel biologique et composés de référence. 
 
Les plants de vigne de variétés Chasselas et Solaris, les sarments de Chasselas 
et de Bronner, ainsi que des isolats de P. viticola, les extraits enzymatiques de 
Botrytis cinerea et du pterostilbène acétylé nous ont été fournis par l’Agroscope 
(RAC, Station de recherche de Changins). Des plantules de Chasselas de 3 à 5 
feuilles ont été obtenues à partir de graines provenant de Syngenta (germination 
dans vermiculite, 30°C). 
L’acide β-aminobutyrique, puis les standards de catéchine, d’épicatéchine et de 
trans-resvératrol proviennent de Sigma-Aldrich (Buchs, Suisse).  
Tous les solvants organiques employés sont de qualité analytique. 
 
IV-2 Infection artificielle des plantes et des feuilles de 
vigne. 
 
- L’infection des plants de vigne a été effectuée, en collaboration avec 
l’Agroscope, de la manière suivante : 
Des plants de Chasselas et de Solaris, ayant poussé sous serre durant 4 mois, 
sont nettoyés (figure 14) et immergés dans un bain contenant une supension de 
sporanges sous agitation (figure 15). Le nombre estimé de sporanges dans le 
bain d’infection est de l’ordre de 1 à 5 millions pour 10 L d’eau ; à peu près 50% 
des sporanges relâcheront leurs zoospores. 
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Le système est mis à 20°C dans l’obscurité (figure 16), pour favoriser l’ouverture 
des stomates, avant de placer les plantes en chambre climatisée avec 12h de 
jour (22°C, 50% d’humidité) et 12h de nuit (18°C, 60% d’humidité) (figure 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
Figure 17 : Chambre climatisée. 
Figure 14 : 
Nettoyage des plantes (enlèvement des  
dendrites et les feuilles dégradées). 
Figure 15 : 
Inoculation par immersion. 
Figure 16 : Processus d’incubation à 
l’obscurité, 20°C. 
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Les feuilles infectées sont collectées après 7 à 8 jours pour être analysées. 
 
Parallèlement, la face inférieure de feuilles de plantes saines a été exposée 
pendant 10 min à des radiations UV-C (Philips TUV 30W, 92µW.cm-2 à 253 nm, à 
13 cm des feuilles), maintenue à l’obscurité dans une étuve à 25°C pendant 26h 
et 56h. Les feuilles ont été collectées pour être analysées. 
 
Les échantillons de feuilles saines, infectées et irradiées sont lyophilisés, extraits 
par du MeOH 70% dans l’eau, centrifugés, réextraits à l’acétate d’éthyle, 
évaporés, redissous dans du MeOH et stockés à - 40°C jusqu’aux analyses LC-
MS. 
 
- Le traitement des semis et des feuilles de vigne avec BABA  a été effectué, en 
collaboration avec le laboratoire de biochimie végétale de l’Université de 
Neuchâtel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zone d’inoculation de P. 
viticola 
Disques de 
feuille (0.78 cm2) 
de Chasselas ou 
de Solaris 
Analyse de la 
zone inoculée, 
ZI, 0.14 cm2 Analyse de la zone 
non inoculée, ZNI, 
0.64 cm2 
Figure 18 : Schéma représentant les zones étudiées sur les disques de 
feuilles de Chasselas et Solaris. 
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Pré-traitements 
et TEAI 
disques  
ZI de Ch. 
disques 
ZNI de Ch. 
disques 
ZI de So 
plantule Ch 
infectée (NN) 
plantule Ch 
infectée (N) 
Plantule Ch 
saine 
       
Eau, 0h X  X    
Eau, 3h X  X    
Eau, 7h X  X    
Eau, 48h X X X    
Eau, 6ème jour X X     
Eau, 7ème jour X X  X  X 
       
BABA, 0h X  X    
BABA, 3h X  X    
BABA, 7h X  X    
BABA, 48h X X X    
BABA, 6ème jour X X     
BABA, 7ème jour X X  X X X 
       
 
Des feuilles (Chasselas et Solaris) ont été découpées en disques de 0.78 cm2 
(figure 18) et ont été posées sur leur face inférieure dans des boîtes de Pétri 
contenant une solution aqueuse de BABA (0.5 mM) ou dans l’eau seul (témoin) 
pendant 24 heures, à l’obscurité. Les feuilles ont ensuite été lavées une fois avec 
de l’eau et transférées dans des boîtes de Pétri contenant des filtres humidifiés 
(Whatman). Ces disques de feuilles ont été inoculés avec deux gouttes (2 x 
10µL) d’une suspension de sporanges de P. viticola (5x104 sporanges.ml-1, 
figure 18). 
Les plantules issues de semis de Chasselas ont été traitées avec une solution 
aqueuse de BABA et inoculées par immersion dans une suspension de 
 
Tableau 3 : Conditions de traitement des différents échantillons étudiés. TEAI : temps 
d’échantillonage après inoculation ; NN : partie non nécrosée ; N : partie nécrosée ; 
Ch : Chasselas ; So : Solaris.  
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 sporanges (5x104 sporanges.ml-1). Toutes les inoculations ont nécessité une 
incubation à 20°C. 
Les témoins sont constitués de feuilles ou de plantules traitées avec de l’eau 
et/ou non inoculées. 
 
L’échantillonage s’est effectué suivant le tableau 3, puis les échantillons ont été 
stockés à -80°C. 
 
Les échantillons sont extraits au méthanol (60 µL), dans un mortier en verre 
(zones inoculées et non inoculées des disques de feuilles de Chasselas et 
Solaris, puis zones nécrotiques et zones non nécrotiques des feuilles issues des 
plantules de Chasselas, figure 18). 
Les extraits sont centrifugés (4000 rpm, 5min) et le surnageant est prélevé pour 
l’analyse LC-APPI-MS (injection de 20 µL). Une duplication a été réalisée pour 
chaque prélèvement. 
 
7 composés sont analysés qualitativement et estimés quantitativement 
(accumulation ionique) pour chaque traitement : 2 resvératrols glycosylés (non 
identifiées), les trans- et cis-picéides, le trans-resvératrol, les trans-δ- et trans-ε-
viniférines. 
 
IV-3 Analyses LC-ESI-MSn et LC-APPI-MSn des 
composés phénoliques de Chasselas et Solaris. 
 
 
Afin d’analyser nos divers extraits ou mélanges réactionnels, nous avons souvent 
utilisé la chromatographie liquide couplée à la spectromètrie de masse avec une  
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source d’ionisation à la pression atmosphérique (API) de type electrospray (ESI) 
ou photoionisante (APPI). 
Un spectromètre de masse se décompose en trois parties distinctes : une source 
où a lieu l'ionisation des molécules, l’analyseur qui assure la séparation des ions 
suivant leur rapport masse/charge (m/z) et le détecteur qui mesure l'abondance 
relative de chaque ion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : 
Source d’ionisation électrospray. 
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Basé sur la théorie de Dole et al. [88], puis celle d’Iribarne et Thomson [89,90], 
Fenn et coll. ont développé l’ESI comme interface pour la spectrométrie de 
masse [91-94]. 
Le principe est le suivant (figure 19) [95-99]: Une solution d'analyte est introduite 
dans un capillaire auquel est appliquée une forte différence de potentiel 
électrique. Ceci provoque la formation d'un nuage de gouttelettes chargées qui 
traversent simultanément un gradient de champ électrique et un gradient de 
pression dans la direction de l'analyseur du spectromètre de masse. Pendant ce 
transport, la taille des gouttelettes diminue par évaporation du solvant et par 
explosions "coulombiennes" successives à la limite de Rayleigh (divisions 
spontanées de la gouttelette chargée en gouttelettes plus petites). L'application 
d'une pression à l'entrée du capillaire peut faciliter la nébulisation, suivant le débit 
utilisé et la composition du solvant. De plus, un courant d’azote est appliqué à 
l'interface pour aider à l'évaporation du solvant. 
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Figure 20 : Zone d’application des techniques ESI et APPI. 
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L’APPI est une méthode d’ionisation douce et très sensible nous permettant 
d’analyser des molécules moins polaires (figure 20) et s’appuie sur le fait que la 
plupart des composés organiques ont des potentiels d’ionisation (PI) entre 7 et 
10 eV, tandis que la plupart des solvants ont des potentiels d’ionisation plus 
élevés (eau : 12.6 eV, méthanol :10.8 eV et acétonitrile : 12.2 eV). L’usage d’une 
lampe à décharge (lampe UV) produisant des photons (10.0 et 10.6 eV) permet 
d’ioniser préférentiellement les analytes organiques par rapport aux molécules de 
solvants, accroissant le rapport signal/bruit. 
L’efficacité d’ionisation des analytes peut être accrue par l’usage de dopants tel 
que l’acétone (9.70 eV) ou le toluène (8.83 eV). 
L’ionisation à la pression atmoshérique génère un taux de collision élevé et 
permet que les photoions du dopant réagissent avec les molécules du solvant 
éluant et celles des analytes présents dans la chambre d’ionisation [100-102] 
avant de rentrer dans les analyseurs (figure 21). 
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Figure 21 : Schéma d’une source APPI et mécanismes 
de ionisation (directe (A) et avec dopant (B, [103])).  
A 
B 
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L’analyseur comprend une trappe ionique quadrupolaire constituée de trois 
électrodes hyperboliques : une électrode circulaire, une calotte d’entrée et une 
calotte de sortie (figure 22A, [104,105]). La surface interne de l’ensemble de ces 
trois électrodes forment une structure tridimensionnelle hyperbolique qui 
permettra, sous l’application d’une différence de potentiel oscillatoire, de créer un 
champs quadripolaire à trois dimensions et d’accumuler ou de libérer des ions 
dans une fenêtre de masse souhaitée suivant le diagramme de stabilité de 
Mathieu (figures 22B et 22C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) 
(1) 
(3) 
(2) 
A 
Figure 22 : Schéma d’une trappe ionique (A), (1) électrode 
circulaire, (2) calotte d’entrée et (3) calotte de sortie ; 
Trajectoire d’ions piégés dans la trappe (B) ; Diagramme de 
Mathieu (C), [105]. 
B 
C 
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Le système de détection des ions comporte deux principaux éléments. La dynode 
et le multiplicateur d’électrons (figure 23A). Un ion issu de l’analyseur est dirigé 
vers la dynode et génère à son contact l’émission de plusieurs particules 
secondaires (ions, électrons et particules neutres). Ces particules secondaires 
sont focalisées du fait de la surface concave de la dynode et accélérées par une 
différence de potentiel vers le multiplicateur d’électrons. 
L’impact des particules secondaires sur la paroi interne de la cathode du 
multiplicateur électronique provoque l’éjection des électrons. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) 
 
(2) 
 
(3) 
 
 
A B 
Figure 23 : Schéma d’un détecteur ionique en sortie d’analyseur (A): dynode (1) et 
multiplicateur d’électrons. Le multiplicateur est constitué d’une anode (2) et d’une cathode 
(3). Cascade délectrons produite dans la cathode à partir d’une particule secondaire issue 
de la dynode (B). 
IV- Matériel et Méthodes. 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 70 
 
La forme de la cathode et une différence de potentiel permettent l’émission d’une 
cascade d’électrons (figure 23B), à partir des particules secondaires incidentes, 
produisant un courant électrique mesurable collecté par l’anode (figure 23A). Ce 
courant est ensuite transformé par un electromètre en différence de potentiel, qui 
sera enregistrée comme signal par le système informatique. 
 
Spectromètres de masse à trappe ionique utilisés au cours de la thèse : 
- ESI-MS, Finnigan Mat LCQ, San Jose, Californie, USA. 
- ESI-MS ou APPI-MS Agilent, modèle 1100 series LC/MSD Trap. 
 
 
IV-3-1 Méthodes HPLC-UV. 
 
Appareil chromatographique Agilent 1100 series, autosampler (G1313A), pompes 
binaires (G1312A), compartiment colonne thermostaté à 30°C (G1316A), 
détecteur à barettes diode (G1315A). 
 
IV-3-1-1 Système HPLC-UV "polyphénols totaux". 
 
Colonne Nucleosil, RP-18, 250.0x4.6 mm, 7µm. Solvant A : Eau/Méthanol/acide 
acétique, 9/1/0.005, v/v/v ; solvant B : Méthanol 100%. 100% de A pendant 5 
min, de 100 à 70% de A sur 10 min, de 70 à 65% de A sur 15 min, de 65 à 50% 
de A sur 5 min, 50% de A pendant 5 min, de 50 à 20% de A sur 10 min, 20% de 
A durant 20 min. Flux de 1 ml.min-1. λ (nm) : 280, 307 et 320. 
Utilisation de catéchine et épicatéchine témoins (Sigma-Aldrich). 
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IV-3-1-2 Sytème HPLC-UV "stilbènes". 
 
Colonne Lichrospher, RP-18, 250.0x4.0 mm, 5 µm. Solvant A : Eau/Acétonitrile, 
8/2, v/v. Solvant B : Acétonitrile 100%. 100% de A pendant 1 min, de 100 à 25% 
de A sur 29 min, de 25 à 0% de A sur 2 min, 3 min en isocratique à 0% et de 0 à 
100% de A sur 1 min. Flux de 1 ml.min-1. λ (nm) : 280, 307 et 320. 
 
IV-3-2 Spectroscopie de Masse couplée à la chromatographie 
liquide (LC-MS). 
 
Paramètres d’ionisation ESI-MS, (Finnigan Mat LCQ) : mode négatif (120-1000 
m/z), Energie de collision : 20-40%, (Pulvérisation : 75 arb (65 psi), 4.1 kV, 
température du capillaire : 210°C). 
Paramètres d’ionisation ESI-MS (Agilent) : mode négatif, pression du gaz 
pulvérisateur : 45 psi ; flux du gaz séchant (N2): 8 L.min-1 ; température du gaz 
séchant (N2): 300°C ; différence de potentiel sur le capillaire : 3 kV. 
 
Paramètres d’ionisation APPI-MS (Agilent) : mode négatif, pression du gaz 
pulvérisateur : 60 psi ; flux du gaz séchant (N2): 5 L.min-1 ; température du gaz 
séchant (N2): 300°C ; température de la chambre d’ionisation : 400°C ; dopant : 
acétone à 100 µL.min-1 ; différence de potentiel sur le capillaire : 2 kV ; skimmer 
1 : -40 V ; skimmer 2 : 5 V ; voltage en sortie de capillaire : -160 V ; Temps 
d’accumulation max dans la trappe :150 ms. 
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IV-4 Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)*. 
 
La RMN des noyaux 1H et 13C est déterminante pour l’élucidation de nouvelles 
structures en phytochimie. Les principes physiques reposent sur l’existence dans 
certains noyaux atomiques d’un moment de spin (impulsion de rotation propre) p 
et, par la suite, un moment magnétique µ = γ x p. D’après la théorie quantique : 
 
p = (I(I+1))1/2. h/(2π)    et    µ = γ . (I(I+1))1/2. h/(2π) 
h, constante de Planck 
 
I est le nombre quantique d’impulsion de rotation ou le nombre quantique de spin 
d’un noyau atomique et peut prendre des valeurs entières, demi-entières ou 
nulles (I = 0, 1/2, 1, 3/2, 2, 5/2, …). 
Dans un champs magnétique statique homogène B0, le vecteur moment de spin 
p prend un certain angle par rapport au vecteur B0 (quantification de la direction). 
Dans ces conditions, la composante de p dans la composante du champ s’élève 
à : 
pB = m . h/(2π) 
 
Le nombre quantique d’orientation ou le nombre quantique magnétique m vaut 
alors : m = +I, I - 1, I - 2, …, -I + 1,  -I. 
Les états stationnaires ou propres d’un noyau, au nombre total possible de 2I + 1, 
sont énergétiquement séparés. Ces niveaux nucléaires, dits de Zeeman, ont 
l’énergie : 
Em = -µB . B0 = - γ . pB . B0 = γ . m . h/(2π) . B0 
où m = +I, …, -I 
 
* Hesse M., Meier H. and Zeeh B., 1997. Méthodes spectroscopiques pour la chimie organique, (traduit de 
l’allemand par SFez J.), édition Masson. 
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Pour le noyau d’hydrogène (le proton), I = 1/2 et par la suite m = ± 1/2. Nous 
obtenons alors le schéma des niveaux d’énergie reproduit à la figure 24. Dans 
l’état d’énergie le plus bas, µ précède B0 avec la fréquence de Larmor ν0 = |γ| . B0 
/ 2π. Dans l’état d’énergie le plus élevé, µ s’oriente à l’opposé selon - B0 ( si l’on 
définit Em selon des valeurs positives, on doit alors permuter les nombres 
quantiques magnétiques m sur la figure 24). 
A l’équilibre thermique, les noyaux 1H suivent la distribution de Boltzmann. 
Comme la différence d’énergie ΔE =γ . h/(2π) . B0 est très petite en comparaison 
de l’énergie thermique moyenne, l’état le plus bas d’énergie n’est plus fortement 
occupé que de manière insignifiante. Le rapport d’occupation de l’état 
fondemental et de l’état excité est : 
 
Nupper / Nlower = N(m=-1/2) / N(m=+1/2) = e - 
ΔE / (k T) 
k, constante de Boltzmann 
 
- B0 
B0 
B0 
µ 
µ 
m = -1/2 
m = +1/2 
Absorption 0 
+ 1/2 . γ . h/(2π) . B0 
- 1/2 . γ . h/(2π) . B0 
 
Energie 
Figure 24 : Niveau d’énergie d’un proton dans un champ magnétique B0. 
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Les quantas d’énergie irradiés s’élevant à ΔE produisent une inversion de spin. 
En raison de la différence d’occupation, l’absorption A est dominante. Nous 
obtenons comme condition de résonance : 
hν = ΔE = γ . h /(2π) . B0    <->      ν = γ /(2π) . B0 
 
La fréquence de résonance pour les protons ν = f( B0 ) se situe pour un champ 
magnétique de 1.4 tesla (T), à 60 MHz. Lorsque la condition de résonance est 
remplie, l’absorption supprime la différence d’occupation des deux niveaux 
nucléaires de Zeeman. On dit que le système est saturé lorsque la relaxation, 
processus de retour, ne s’effectue pas dans des proportions suffisantes. 
L’énergie libérée par la transition d’un noyau d’énergétique plus élevé vers un 
niveau d’énergie plus profond peut être restituée à l’environnement sous forme 
de chaleur (relaxation spin-réseau). Ce processus s’effectue avec une constante 
de vitesse 1/T1. On appelle T1 le temps de relaxation longitudinale parce que, 
pendant ce temps, la magnétisation des noyaux est modifiée dans la direction du 
champ. En raison de l’interaction des moments nucléaires entre eux, la 
magnétisation transversale se modifie dans le temps (relaxation spin-spin). Le 
temps pendant lequel celle-ci s’effectue s’appelle un temps de relaxation 
transversale T2. 
 
La fréquence de résonance d’une espèce donnée de noyau dépend, de façon 
caractéristique, de l’environnement nucléaire. 
Pour déterminer la position d’un signal RMN, on définit le déplacement chimique 
(δ, chemical shift) d’un noyau X par la valeur numérique : δ(X) = 106 . Δγ / γ où 
δ(composé de référence, tétraméthylsilane, TMS) = 0. δ est une grandeur 
adimensionnelle, indépendante de la fréquence de mesure et caractéristique du  
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noyau considéré dans son environnement. 
A la fréquence de mesure ν, la différence des positions des signaux d’un noyau X 
étudié et du TMS s’obtient par Δν = ν (X) - ν (TMS) = γ /(2π) . ΔB. 
Puisque Δν est très petit devant ν, on a introduit le facteur 106 et on exprime δ en 
ppm (parties par million). L’amplitude de l’échelle s’élève à environ 10 ppm pour 
la RMN du proton et 200 ppm pour la RMN du 13C. 
 
 
 
 
 
 
 
La sensibilité de δ par rapport aux modifications dans l’environnement des 
noyaux mesurés est déterminante pour expliciter les structures des composés 
organiques : la constante d’écran, qui détermine la position de résonance, se 
divisant en trois composantes. 
σ = σ dia + σ para + σ ’ 
σ dia, composante diamagnétique, se rapporte au champ induit par B0 dans le nuage électronique du noyau 
considéré ; σ para, terme paramagnétique, correspond à l’excitation des électrons p dans le champ 
magnétique ; le terme σ ’ traduit l’influence des groupements voisins qui peuvent augmenter ou affaiblir le 
champ autour du noyau.  
 
Les nuages électroniques d’un noyau et de ses voisins directs font écran au 
champ magnétique extérieur B0. Si l’on considère une liaison liant le proton à un 
élément X, le blindage du proton diminuera avec l’augmentation de 
l’électronégativité de X et l’absorption est déplacée vers les champs faibles. 
δX 0 
grand δ 
champs faibles (hautes fréquences) 
faible blindage 
petit δ 
champs élevés(fréquences faibles) 
fort blindage 
IV- Matériel et Méthodes. 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 76 
 
Le nombre de signaux de RMN se produisant dans un spectre est déterminé par 
la symétrie des molécules étudiées. Deux noyaux d’une molécule sont 
équivalents chimiquement s’ils sont convertis l’un l’autre par une opération de 
symétrie applicable à la molécule ou s’ils deviennent identiques dans le temps 
par mobilité intramoléculaire rapide. Plus la symétrie est grande, plus le nombre 
de signaux est petit. 
Les spectres de RMN sont habituellement pris en solution dans un solvant 
dépourvu de protons. La figure 25 présente le montage d’un spectromètre de 
RMN. Le champ magnétique créé doit être le plus homogène possible. Cela 
produit une distribution de niveaux de Zeeman proportionnelle à B0. L’échantillon 
se trouve situé entre les deux pôles, dans un tube de mesure qui tourne autour 
de son axe longitudinal. Les inhomogénéités de champ horizontales sont ainsi 
éliminées. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les analyses ont été mesurées à l’aide des spectromètres RMN Brucker (1H, 400 
MHz et 13C, 100Mhz) et Varian (1H, 200 MHz). Les expériences utilisées sont les 
suivantes (voir glossaire et abbréviations, p. 11) : 1H-RMN, 13C-RMN, 1H-1H-
COSY, DEPT 135, 1H-13C-HSQC et 1H-13C-HMBC. 
Figure 25 : Schéma d’un spectromètre de RMN. Emetteur 
Récepteur Enregisteur 
 
δ 
 
B0 
 
N 
 
S 
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IV-5 Spectroscopie de Masse couplée la chromatographie en phase 
gazeuse (GC-MS). 
 
Chromatographe en phase gazeuse TraceGC (Thermofinnigan, San Jose, CA, 
USA) couplé à un spectromètre de masse muni d’une source d’ionisation à 
Impact Electronique (EI, -70 eV, 200°C, trappe ionique quadrupolaire Polaris Q, 
Thermofinnigan, San Jose, CA, USA). Colonne OV-1, (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 
µm), température injecteur : 220°C, gaz vecteur : Hélium, split : 1.5 ml.min-1. 
Programme 1 : 60°C, 1 min ; 10°C.min-1 ; 250°C, 60 min. 
Programme 2 : 40°C, 1 min ; 2°C.min-1 ; 50°C, 1 min ; 20°C.min-1 ; 250°C, 60 
min. 
 
 
IV-6 Microscopie optique et biotests. 
 
Une goutte de suspension de sporanges (105 sporanges/ml) est déposée sur une 
lamelle. Les suspensions de sporanges sont traitées avec différentes solutions 
(1%, v/v) de stilbènes ou dérivés stilbèniques. Le comptage des zoospores 
mobiles est opéré sur une période d’observation d’1 minute et sur une surface de 
0.11 mm2 (Leica-Leitz, grossissement 600x), suivant la méthode utilisée par 
Pezet et al., [122]. Chaque solution est testée sur les suspensions de sporanges 
suivant trois répétitions. 
 
Dans la partie V-2-6, deux expériences conduisant à l’étude de l’inhibition de la 
motilité des zoospores de P. viticola par des stilbènes isolés des sarments de la 
vigne, ont été menées de manière indépendante à l’aide de deux suspensions de 
sporanges différentes : usage d’une 1ère suspension de zoospores pour le  
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mélange TT2-TT2’ et l’ε-viniférine, puis d’une 2nde suspension pour la vitisine A et 
l’hopeaphénol. La suspension de la 2ème expérience était deux fois plus 
concentrée en zoospores que celle utilisée pour la 1ère. 
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V-1 Identification de polyphénols et des 
phytolalexines de la vigne (Chasselas et 
Solaris, V. vinifera). 
 
Identification de la trans-δ-viniférine : 
Jean-Denis J.B., Pezet R. and Tabacchi R., 2005. Rapid analysis of 
stilbenes and derivatives from downy mildew infected grapevine leaves 
by LC-APPI-MSn. J. Chromatogr. A, accepted. 
 
Pezet R., Perret C., Jean-Denis J.B., Tabacchi R., Gindro K. and Viret 
O., 2003. δ-viniferin, a resveratrol dehydrodimer : one of the major 
stilbenes synthesised by stressed grapevine leaves. J. Agric. Food 
Chem., 51, 5488-5492. 
 
Collaboration du laboratoire de biochimie végétale 
 
Hamiduzzaman M.M., Jean-Denis J.B., Jakab G., Tabacchi R., 
Neuhaus, J.-M. and Mauch-Mani B., Involvement of stilbenes in β-
aminobutyric acid-induced resistance in grapevine against downy 
mildew (Plasmopara viticola), in preparation. 
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V- Résultats et discussion. 
 
V-1 Identification de polyphénols et des phytolalexines de 
la vigne (Chasselas et Solaris, V. vinifera). 
 
V-1-1 Méthode de détection des stilbènes. 
 
Nous avons utilisé la chromatographie liquide (LC) couplée à la spectrométrie de 
masse (MS) équipée de sources d’ionisation à la pression atmosphérique (API, 
Atmospheric Pressure Ionisation) : ESI (Electrospray ionisation) et APPI 
(Atmospheric Pressure Photoionisation). L’acquisition des données spectrales en 
mode négatif (fournissant les ions [M-H]-) nous a permis d’obtenir des spectres 
MS avec un meilleur rapport signal/bruit par rapport au mode positif (fournissant 
des ions [M+H]+). Nous avons préféré la photoionisation (dopant : acétone) à 
l’électrospray car elle génère un bruit de fond plus faible avec un seuil de 
détection légèrement supérieur à l’ESI pour ce qui est de la caractérisation des 
stilbènes (figures 26-29). L’ionisation des analytes à partir de l’éluant (sortie LC) 
est plus importante avec l’APPI plutôt qu’avec l’ESI. Ceci nous a permis de bien 
meilleurs résultats lors de nos expériences d’isolement et de fragmentation 
MS/MS au niveau de la trappe ionique. De plus, les spectres montrent beaucoup 
moins de signaux associés, dûs à des phénomènes d’addition ou de solvatation, 
aux ions des produits. L’assignation des signaux est plus facile (figure 30). 
V- Résultats et Discussion. V-1 Identification de phytoalexines de la vigne 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 82 
 
 
 
Figure 26 : 
Comparaison des 
courbes linéaires de 
calibration du trans-
resvératrol suivant les 
deux types d’ionisation 
ESI et APPI. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27 : 
Courbes de la calibration 
du trans-resvératrol 
suivant les deux types 
d’ionisation ESI et APPI. 
Système HPLC 
 (programme "stilbène"): 
H2O/acétonitrile. Les 
courbes représentent la 
quantité d’ions formées 
par rapport au 
 Log Cresvératrol. 
 
 
 
Figure 28 : 
Courbes de la 
calibration de l’ε-
viniférine suivant les 
deux types de ionisation 
ESI et APPI. Système 
HPLC (programme 
"stilbène"): 
H2O/acétonitrile. Les 
courbes représentent la 
quantité d’ions formées 
par rapport au  
Log Cε-viniférine. 
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Figure 29 : Comparaison de la calibration de l’ε-viniférine suivant les deux types de ionisation 
ESI et APPI. Système HPLC (programme "stilbène"): (H2O+0.5% acide acétique)/acétonitrile. 
Les courbes représentent la quantité d’ions formées par rapport au Log Cε-viniférine.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30 : Comparaison des spectres correspondant aux ions [ M – H ] - du resvératrol 
(m/z 227, A) et de l’ε-viniférine (m/z 453, B) obtenus par ESI et par APPI. 
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L’addition d’acide acétique dans la phase mobile (0.5%) peut renforcer les 
signaux des ions par une addition d’acétate, [M+H3CCOO-]-, et de ce fait nous 
renseigner sur la nature et l’identité des signaux. Mais nous voyons également 
qu’en comparant les figures 28 et 29, les valeurs obtenues sont accompagnées 
d’un plus grand écart-type, soulignant une certaine instabilité accrue des signaux 
au niveau des spectres MS après l’ajout de l’acide. 
 
Au cours d’analyses de feuilles soumises aux UV, nous avons observé pour les 
composés comme les lignanes (voir partie V-1-3), que la LC-APPI-MS offre un 
bruit de fond légèrement inférieur à celui enregistré pour la LC-ESI-MS (figure 
31). Mais la sensibilité de l’APPI, pour ces mêmes composés, est jusqu’à 4 fois 
inférieure à celle de l’ESI (figure 31). Par contre, une inversion de sensibilité est 
remarquée pour des dimères du resvératrol induits après traitement UV de 
feuilles de vigne (figure 32). L’APPI permet une ionisation de ces stilbènes (voir 
partie V-1-4-3), jusqu’à 6 fois plus intense que celle effectuée avec la source ESI. 
Ceci justifie le fait que nous préférerons plutôt la photoionisation à l’electrospray, 
afin d’analyser les dérivés du resvératrol dans nos échantillons. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Time [min] 
Figure 31 : Chromatogrammes d’une sélection d’ions 521 m/z (a,b) et 519 m/z (c) obtenus par 
LC-APPI-MS et LC-ESI-MS après induction UV de feuilles de vigne (26h à l’obscurité). 
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V-1-2 Composition phénolique de la feuille de vigne. 
 
La composition en polyphénols, des feuilles saines dans les variétés Solaris et 
Chasselas est très similaire (tableau 4). Les principaux composés sont les acides 
cinnamiques (figure 33) avec les acides cis- et trans-coutarique (14.3 et 15.5 min) 
et cis- et trans-caftarique (10.7 et 13.0 min), la catéchine et l’épicatéchine puis la 
quercétine-3-O-glucuronide (33.4 min) et la quercétine-3-O-glucoside (36.4 min) 
(figure 34). La catéchine et l’épicatéchine ont été distingués avec des standards 
et leur différent temps de rétention (16.6 et 19.4 min, respectivement). 
 
   
Noms R1 R2 
   
Acide caftarique OH H 
Acide coutarique H H 
 
 
Figure 33 : Dérivés cinnamiques présents dans les feuilles de vignes. 
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O
O
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Figure 32 : Chromatogrammes d’une sélection d’ions, 471 m/z (a) et 453 m/z (b-g) obtenus par 
LC-APPI-MS et LC-ESI-MS après induction UV de feuilles de vigne (26h à l’obscurité). 
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Flavonols R1 R2 
   
Kaempférol H H 
Quercétine OH H 
Isorhamnétine OCH3 H 
   
Flavanols R1 R2 
   
(+)-Catéchine OH H 
(-)-Epicatéchine H OH 
 
 
 
Tableau 4 : Principaux composés phénoliques totaux de la feuille de Chasselas obtenu par le 
système HPLC-ESI-MS (LCQ) "polyphénols totaux" (Ces composés ont été identifiés par 
comparaison avec des standards, des données chromatographiques et MS de la littérature [107-
109]). Voir figure 36. 
   
NOMS / temps de rétention (RT) m/z, (M-H)- Fragments MS2 
   
   
acide cis-caftarique / 10,7 min 311 (179) 179 
acide trans-caftarique / 13.0 min 311 (179) 179 
acide cis-coutarique / 14.3 min 295 (163) 163 
procyanidine B1 / 15.1 min 577 451, 425, 289 
acide trans-coutarique / 15.5 min 295 (163) 163 
catéchine / 16.6 min 289 245, 205, 179 
procyanidine B4 / 17.4 min 577 451, 425, 289 
procyanidine B2 / 18.8 min 577 451, 425, 289 
dihydrokaempférol-hexoside (trace) / 18.8 min 449 287 
épicatéchine / 19.4 min 289 245, 205, 179 
taxifoline-3-O-rhamnoside (trace) / 24.1 min 449 303 
trans-picéide (trace) / 25.0 min 389 (227) 227 
inconnu / 28.3 min 479 (316) 316 
isorhamnétine-hexoside / 31.3 min 477 315 
cis-picéide (trace) / 31.6 min 389 (227) 227 
quercétine-3-O-glucuronide / 33.4 min 477 301 
trans-resveratrol (trace) / 36.0 min 227 185, 159, 143 
quercétine-3-O-hexoside / 36.4 min 463 301 
isorhamnétine-pentoside / 37.8 min 461 315 
inconnu / 38.8 447 284 
kaempférol-glucuronide / 39.0 min 461 285 
   
 
Figure 34 : Quelques flavonols et flavanols des feuilles de vignes. 
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D’autres flavonoides peuvent être détectées, mais à des quantités moins 
importantes. C’est le cas du dihydrokaempférol hexoside (18.8 min, figure 35), de 
la taxifoline-3-O-rhamnoside (24.1 min ; [110], figure 35), de l’isorhamnétine-
hexoside (31.3 min), de isorhamnétine-pentoside (37.8 min) et du kaempférol-
glucuronide (39.0 min). 
 
Nous pouvons aussi déceler des traces de stilbènes avec le trans-resvératrol 
(36.0 min) et deux formes glycosylées, les picéides de configurations trans/cis 
(25 et 31.6 min, respectivement). 
 
Deux composés, semblant être des hexosides, sont détectables dans nos 
échantillons et présentent des fragments MS2 paires à m/z 316 et m/z 284. (RT 
de 28.3 et 38.8 min, respectivement). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 35 : Structure chimique de la taxifoline-3-O-rhamnoside (1)et de l’hexoside  
du dihydrokaempférol (2). 
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Time (min) 
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Quercétine-3-O-glucuronide 
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Quercétine-3-O-
glucoside 
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Figure 36 : Chromatogrammes UV d’extrait méthanolique de jeunes feuilles de 
Solaris infectées par P. viticola.    307 nm (noir) et 360 nm (gris) 
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La majorité des composés identifiés dans la feuille saine de Chasselas et Solaris 
se retrouvent également dans les vins, les baies de raisin (pulpes et peau) 
saines, et aussi les pépins [107,110-113]. 
En connaissant la composition des feuilles saines de V. vinifera, nous pourrons 
étudier à l’aide de méthodes analytiques similaires la composition des feuilles 
infectées par P. viticola, déduisant si des composés constitutifs sont dégradés ou 
induits de novo. 
 
V-1-3 Mise en évidence de lignanes. 
 
V-1-3-1 Tentative d’identification. 
 
Nous révélons, avec le système LC-MS mis au point pour les stilbènes, la 
présence constitutive de 4 hexosides de lignanes dans les deux types de 
cultivars (figure 37). Nous verrons un peu plus loin que ces composés 
augmentent en concentration dans les feuilles de Chasselas après infection par 
P. viticola ou après un traitement par irradiation UV, ce qui n’est pas le cas chez 
Solaris. 
 
 
 
 
La Lb Lc Ld 
Temps [min] 
5 10 
Solaris 
Chasselas 
 
La, Lb et Lc, ont une masse de 
522 uma. Ld de 520 uma. 
Figure 37 : Chromatogrammes des ions 519 
et 521 m/z dans des extraits de feuilles saines 
de Chasselas et Solaris. 
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La et Lb présentent des spectres MS et MSn similaires. 
MS3 (521   359). 
344.0 
312.9 
250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z 
[359-(CH3)]- 
MS2 de l’ion 521 m/z. 
359.1 
250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z 
329.1 
344.2 
[359-(2xCH3)]- 
[359-(CH3)]- [522-hexose-(2xCH3)]- 
MS du compose La et Lb. 
245.3 255.3 265.2 289.2 301.2 323.2 341.1 359.1 387.1 401.0 425.0 437.0 446.9 461.0 489.0 
520.9 
556.8 
250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z 
Figure 38 : Spectres MS et MSn 
des subtances La et Lb. 
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Lc a également une masse de 522 uma, mais montre une fragmentation MSn 
différente de celle de La et Lb. 
 
 
 
 
Ld est détecté avec une masse 
de 520 uma. 
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Figure 39 : Spectres MS et MSn 
des substances Lc et Ld. 
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Figure 41 : Les fragmentations présentées arbitrairement sur les formes glycosylées de 
l’isolaricirésinol et du laricirésinol (lignanes déjà connues possédant une masse de 360 uma), 
générant les signaux 359, 329 et 178 m/z en mode négatif, sont vraisembablement celles qui 
apparaissent dans les molécules La, Lb, et Lc en accord avec Marinos et al. [114]. 
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Les composés La et Lb sont sans doutes des isomères de structures de masse 
522 uma. Les spectres MS (figure 38) montrent des fragments relatifs aux pertes 
de leurs groupes méthyles. Ils ont probablement le même aglycone, mais le site 
de glucosylation doit être différent. 
Lc (522 uma, figure 39) présente une fragmentation MS2 différente de celles de La 
et Lb, libérant un fragment 329 m/z, [M-H-CH2O]-. La structure de Lc doit être 
différente de celle de La et Lb, bien qu’il soit probable qu’il contienne aussi deux 
groupes méthyles ou méthoxyles. 
Ld présenterait un aglycone de 358 uma (figure 39). 
Des composés qui correspondraient à ces substances que nous tentons 
d’identifier sont connus dans la nature : les lignanes et néolignanes. La figure 40 
présente quelques-uns d’entre eux qui ont déjà été identifés dans le vin et des 
parties anatomiques de la vigne, dont les masses correspondraient avec celles 
caractérisées par la méthode LC-MS. 
En effet, Marinos et al. [114] ont montré que des vins de cépages blancs 
contiennent des lignanes et ont identifié pour la première fois l’isolaricirésinol-β-
4’-O-glucoside (522 uma, ions fils en mode positif : 361 et 237 m/z) et le β-
hexoside de la seco-isolaricirésinol (524 uma, ions fils en mode positif :363, 345, 
331 m/z [M+H-CH2O]+) (figure 41). Également dans le vin blanc, d’autres 
composés (522 uma) ont été identifiés : dihydrodehydrodiconiférol-β-D-glucoside, 
laricirésinol-4-β-O-D-glucoside, isolaricirésinol-β-6a-O-glucoside ([115], figure 
40). 
En accord avec ces dernières données, nos résultats nous permettent de 
supposer que les composés La et Lb correspondraient à des hexosides 
d’isolaricirésinol, tandis que Lc correspondrait plutôt à un hexoside de 
laricirésinol. Le signal du composé Ld détecté à 519 m/z pourrait correspondre à  
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la forme glycosylée du matairésinol (358 uma, figure 40), lignane connue comme 
un phytooestrogène non-stéroïde présente dans certains aliments dont le raisin 
[116-118]. 
 
V-1-3-2 Accumulation de lignanes. 
 
A notre connaissance, la présence de lignanes dans les feuilles de vigne n’est 
pas reportée dans la littérature. Par nos analyses LC-MS, nous révélons, d’une 
part la présence constitutive de lignanes glycosylées et d’autre part leur induction 
en cas d’infection par le mildiou au sein de la feuille. 
Suivant leur accumulation ionique (MS), l’induction est vérifiée seulement sur les 
feuilles de Chasselas traitée par l’acide β-aminobutyrique (BABA), mais aucune 
variation n’est observée dans les feuilles de Solaris (figure 42). 
 
V-1-4 Identification de phytoalexines. 
 
Von Rudolff et Jorgensen [119] proposent la voie de biosynthèse de la 
pinosylvine et de ses dérivés après les avoir mis en évidence dans les pins 
(Pinus resinosa AIT). Dans la vigne, Langcake et Pryce [33] mettent en évidence 
des phytoalexines du type stilbène, puis suggèrent qu’ils sont impliqués dans le 
processus de défense.Grâce à l’utilisation de la chromatographie liquide couplée 
à la spectromètrie de masse (LC-MS), nous avons pu détecter et tenter 
d’identifier un certain nombre de composés qui nous étaient inconnus. La 
méthode utilisée (voir parties V-4-2 et V-5) nous a permis de mettre en évidence 
au moins 8 nouveaux dérivés de resvératrol induits dans les feuilles de vigne 
(figure 43). Quatre ont été identifiés durant nos travaux, la trans-δ-viniférine, le δ-
viniférinol, le trans-δ-resvépterol, ainsi que le trans-ε-resvépterol. Les structures 
du δ-viniférinol et d’autres molécules dérivées du resvératrol, restent en suspens. 
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Figure 42 : Profils ioniques des ions correspondants aux signaux 519 et 521 m/z, suspectés d’être associés à des 
lignanes, dans différentes conditions de prétraitement avant infection de feuilles de Chasselas et de Solaris par P. 
viticola ; prétraitement avec une solution aqueuse de BABA ou sans BABA (témoin). Les temps d’échantillonage 
après inoculation sont 0 ou 48h. 
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Figure 43 : Profil chromatographique UV (280 et 307 nm) d’extrait méthanolique de 
feuille de vigne infectée par P. viticola. 
Ces composés ont été détectés dans un système hôte-pathogène et le fait que 
P. viticola soit un parasite obligatoire nous empêche de le cultiver in vitro. Il 
peut nous être difficile de déterminer l’origine d’un composé car quatre cas de 
figure peuvent s’observer : 
  - métabolites provenant du pathogène ; 
  - métabolites provenant de la plante ; 
  - métabolites provenant du pathogène et métabolisés par la plante ; 
  - métabolites provenant de la plante et métabolisés par le pathogène. 
Afin de distinguer la biosynthèse de la plante de celle du pathogène, nous nous 
intéresserons en particulier à l’induction des métabolites de la plante par un 
traitement abiotique (irradiation UV, induction chimique) (tableau 5). 
13 
15 
11 
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V-1-4-1 Accumulation de resvératrol et dérivés monomériques. 
 
Les feuilles de Chasselas et de Solaris infectés par P. viticola ou exposés à des 
radiations UV accumulent le trans-resvératrol sous différentes formes (tableau 5). 
Le resvératrol monomérique peut être détecté à l’état cis/trans libre, cis/trans 
glycosylées (dont font partie les picéides) et méthoxylé (trans-ptérostilbène). 
 
Tableau 5 : Accumulation des différentes formes de resvératrol monomériques dans les feuilles 
de Chasselas et Solaris ayant subi des stress biotiques et abiotiques. 
 
 Chasselas  Solaris 
      
 Traitement UV Infection*  Traitement UV Infection* 
      
trans-resvératrol ++++++ +  n.d. ++++++ 
      
cis-resvératrol - -  n.d. - 
      
trans-picéide ++ ++  n.d. + 
      
cis-picéide - +++  n.d. ++ 
      
trans-pterostilbène - ++  n.d. - 
      
* infection artificielle par P.viticola. 
n.d., non déterminé 
-, absence 
+, accumulation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  0 5 10 15 20 temps (min.) 25 
Figure 44 : Accumulation de 
resvératrol dans les feuilles de 
Chasselas (    ) et Solaris (    ) 
infectées. (chromatogrammes des 
ions 227 m/z par LC-APPI-MS de 
feuilles de Chasselas et de Solaris 
inféctées) 
trans-picéide, 
390 uma 
cis-picéide, 
390 uma 
trans-resvératrol, 228 uma 
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Bien que le resvératrol s’accumule dans les feuilles de Chasselas et de Solaris 
(parties nécrosées) infectées, ce phénomène est beaucoup plus important dans 
la variété résistante (tableau 5 et figure 44). Les radiations UV induisent également 
l’accumulation de resvératrol dans les feuilles, mais nous ne détectons pas de 
trans-pterostilbène en réponse aux UV, contrairement aux résultats des 
expériences menées par Douillet-Breuil et al. [120] sur trois variétés de V. 
vinifera. Par contre, nous retrouvons du trans-pterostilbène dans les feuilles de 
Chasselas infectées par P. viticola en des quantités non négligeables. 
Les deux types de stress appliqués aux feuilles influent d’une manière différente 
sur l’accumulation des picéides, cis et trans-resvératrol-3-O-β-D-glucoside 
(tableau 5, figures 44-47). Ceci pourrait correspondre à un moyen de stockage du 
resvératrol dans les cellules foliaires [121,122]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La biosynthèse du ptérostilbène est probablement possible à partir du resvératrol, 
mais demeure encore mal connue. Son origine sera discutée dans le chapitre V-
4-2. 
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Figure 46 : cis-picéide. 
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Figure 45 : trans-picéide. 
En effet, nous nous apercevons que la cis-
picéide est absente lors des traitements UV, 
selon que nous appliquons un stress 
physique ou un stress biologique aux 
feuilles de Chasselas (tableau 5). 
Le resvératrol est connu pour sa faible 
activité anti-fongique. Il serait, dans la vigne, 
un précurseur d’autres stilbènes beaucoup 
plus toxiques [34,47], 
comme les viniférines. 
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A partir des échantillons de feuilles de Chasselas et de Solaris que nous avons 
analysés en collaboration avec le laboratoire de biochimie de l’Université de 
Neuchâtel, nous avons pu mettre en évidence d’autres formes de glycosides de 
resvératrol. 
Le cis-picéide (RT: 8.7 min) est détecté dans tous ces échantillons, la forme trans 
(RT: 7 min) est induite, 48 heures après inoculation en presence de BABA (figure 
48). Il existe d’autres formes de resvératrolosides de polarité et de fragmentation 
MS2 similaires. Nous détectons dans les huit échantillons 11 formes différentes 
de resvératrolosides (figure 48) présentant un spectre ESI-MS (mode négatif) 
contenant les signaux 389 m/z et 227 m/z, ainsi qu’un spectre MS2 de l’ion 389, 
[M-H]-, libérant un fragment à 227 m/z, [M-hexose]-. Leur nombre peut être 
expliqué par la différente position du sucre [61,63,123], qui pourrait bien être 
différent du glucose pour certaines de ces molécules, sur les sites hydroxylés du 
trans- ou cis-resvératrol. Il serait intéressant de parvenir à synthétiser plusieurs 
de ces resvératrolosides, puis de tester leurs effets sur les zoospores de P. 
viticola. 
5 10 
Time [min] 
(A) 
(C) 
(B) 
(D) 
Figure 47 : Accumulation des picéides 
dans des feuilles irradiées (A), saines 
(C) et infectées (D) de Chasselas et des 
feuilles infectées de Solaris (B). 
(chromatogrammes des ions 389 m/z par 
LC-APPI-MS) 
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Figure 48 : Détection d’hexosides de resvératrol dans les feuilles de Chasselas et de 
Solaris prétraitées (BABA) ou non (CTRL) puis infectées par P. viticola. 
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V-1-4-2 Accumulation de dérivés dimériques du resvératrol et 
identification de la trans-δ-viniférine. 
 
L’infection ou l’irradiation [124] des feuilles de vigne induit la formation de 
stilbènes et dérivés stilbèniques résultant de la dimérisation du resvératrol. Nous 
reportons la mise en évidence du δ-viniférinol, la trans-δ-viniférine et d’autres 
isomères, biosynthétisés par la vigne. 
 
V-1-4-2-1 Le δ-viniférinol. 
 
L’analyse LC-MS de feuilles (Chassealas ou Solaris) infectées ou irradiées a 
révélé l’induction d’un composé de masse 472 amu avec un temps de rétention 
de 6.8 min (programme LC "stilbène", VI-4-2), non détectable dans les feuilles 
saines (figures 49 et 50). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Time [min] 
2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 
δ-viniférinol, RT: 6.8min 
Feuilles de Chasselas irradiées aux UV 
Feuilles de Chasselas infectées 
Feuilles de Chasselas saines 
Figure 49 : Induction du δ-viniférinol dans les feuilles de chasselas irradiés aux UV 
(après 56h dans l’obscurité, 25°C) ou infectées par P. viticola. 
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Nous avons appelé ce composé, δ-viniférinol, car nous l’avons obtenu comme 
composé secondaire au cours de l’oxydation enzymatique in vitro du mélange 
resvératrol/ptérostilbène, produisant la δ-viniférine et le δ-resvépterol. Sa 
structure reste encore inconnue (voir partie V-3-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V-1-4-2-2 La trans-δ-viniférine [47]. 
 
En étudiant le profil chromatographique LC-MS des stilbènes des feuilles de 
Chasselas, soit soumises aux radiations UV, soit infectées par le mildiou, nous 
avons pu identifier un dimère de resvératrol qui n’a jamais été mis en évidence 
comme une phytoalexine de la vigne. Ce stilbène a déjà été caractérisé parmi les 
produits d’oxydation in vitro du trans-resvératrol par un extrait 
255.0 
349.1 
377.1 
MS2 (471.5), 6.8min 
150 200 250 300 350 400 450 m/z 
169.
0 
186.9 
196.0 
210.9 
227.0 
236.9 
MS3 (471.5255), 6.7-7.0min 
150 200 250 300 350 400 450 m/z 
Les signaux à 377, 349 et 255 m/z 
apparaissent lors de la 
fragmentation de l’ion moléculaire à 
471 m/z, [472-H]-. Une différence de 
94 uma est notée entre l’ion-fils 377 
m/z et l’ion-parent 471 m/z, puis 
entre les ions-fils 349 et 255 m/z : le 
δ-viniférinol possèderait deux 
éléments hydroxybenzene. L’ion-fils 
à 255 m/z contiendrait une molécule 
de resvératrol, dû à la présence du 
signal à 227 m/z dans la MS3 
(471=>255). Si l’ion-fils à 255 m/z 
était du pterostilbène, nous aurions 
à la MS3 un signal à 240 m/z. 
Figure 50 : Spectres MSn à partir du signal 471 
m/z correspondant à l’ion [472-H]- isolé de 
l’extrait des feuilles de vigne "stressées". 
[M-phénol-H]- 
- phénol 
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A 
trans-ε-viniférine isolée de sarments de V. vinifera. 
trans-déhydrodimère de resvératrol obtenu in vitro par 
oxidation du trans-resvératrol par un extrait enzymatique de 
Botrytis cinerea. 
trans-δ-viniférine 
B 
trans-δ-viniférine 
Figure 51 : Profils chromatographiques (307 nm) des stilbènes de feuilles de Chasselas, soit infectées par P. viticola (A), soit irradiées par UV-C 
(B), comparés aux chromatogrammes de standards : trans-ε-viniférine et trans-déhydrodimère de resvétratrol produit in vitro. 
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enzymatique de Botrytis cinerea [125-127], parmi les composés stilbèniques du 
vin [128] et également dans des protoplastes de V. vinifera [129]. 
Nous montrons de ce fait que la plante est capable de biosynthétiser, le trans-
déhydrodimère du resvératrol, que nous avons appelé trans-δ-viniférine (RT= 
15.8 min, figure 51, [47]), en nous référant à l’appélation "viniférines", donnée 
pour la première fois à des phytoalexines stilbèniques découvertes par Langcake 
et Pryce en 1977 dans la vigne [34]. La trans-δ-viniférine montre une activité anti-
fongique aussi grande que celle connue du ptérostilbène sur la mobilité des 
zoospores de P. viticola [106]. Des résultats de biotests, présentés à la partie V-
3-2, comparent les activités biologiques de la trans-δ-viniférine et du trans-δ-
resvépterol, hétérodimère de stilbène nouvellement caractérisé et présent à l’état 
de trace dans les feuilles  de vigne infectées (voir partie V-3). 
 
V-1-4-2-3 Autres dimères de resvératrol. 
 
Des traces d’autres stilbènes sont détectées par LC-ESI- ou LC-APPI-MS. C’est 
ainsi que nous avons pu mettre en évidence, aussi bien dans les variétés de 
Chasselas ou de Solaris infectés ou irradiés, sept dimères de resvératrol 
supplémentaires (DR 10-15, 453 m/z, [454-H]-, figures 52-62) différents par leur 
spectre de fragmentation MS2, mais possédant en commun un signal à 359 m/z 
[454-H-PhOH]-, dû à la perte d’un groupe p-4-hydroxyphényle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 52 : Spectre MS2 de DR10, RT : 9.8 min (programme "stilbène"). 
264.9
.1 
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cis-ε-viniférine 
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DR15 
DR11 
Temps (min) Figure 53 : Profils chromatographiques du signal 453 m/z correspondant aux ions [454-H]- dans les feuilles de 
Chasselas saines (A), irradiées (B) et infectées (C); LC-ESI-MS. 
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Figure 54 : Profils chromatographiques du signal 453 m/z correspondant aux ions [454-H]- dans les feuilles de 
Solaris saines (A) et infectées (B); LC-APPI-MS. 
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Nous supposons que DR10 (figure 52) présente des fragments ayant éliminé 
deux groupes p-4-hydroxyphényle, 359 m/z [454-H-PhOH]- et 265 m/z [454-H-
2xPhOH]-. La fragmentation MS2 de DR11 diffère avec l’apparition d’un signal à 
341 m/z, probablement dû à la perte d’H2O du fragment 359 m/z (figure 55). 
Les signaux à 289, 347 et 333 m/z restent encore sans explications. 
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Figure 56 : Spectre MS2 de DR12, RT : 11.2 min 
(programme "stilbène"). 
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Figure 55 : Spectre MS2 de DR11, RT : 10.4 min 
(programme "stilbène"). 
Figure 57 : Spectre MS2 de DR13, RT : 13.5 min 
(programme "stilbène"). 
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Figure 58 : Spectre MS2 de DR14, RT : 14.2 min 
(programme "stilbène"). 
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Figure 59 : Spectre MS2 de DR15, RT : 15.1 min 
(programme "stilbène"). 
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Figure 60 : Comparaison des spectres UV de la trans-ε-viniférine         (RT : 
14.5 min) et de DR15           (RT : 15.1min). 
Figure 61 : Spectre MS2 de DR16, RT : 10.3 min 
(programme "stilbène"). 
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DR15 est certainement un isomère dont la structure doit être similaire à celle de 
la trans-ε-viniférine, car son spectre de fragmentation MS2 est très semblable à 
celui de l’ε-viniférine et leur temps de rétention sont très proches : 14.5 et 15.1 
minutes, respectivement pour la trans-ε-viniférine et DR15 (figure 59). Leur 
spectre UV sont également similaires (figure 60). 
Le tableau ci-dessous montre la répartition des dimères du resvératrol dans les 
différents systèmes où ils ont été mis en évidence : 
 
 
 
Tableau 6 : Distribution des dimères de resvératrol dans les différents systèmes foliaires : 
Chasselas infecté, Chasselas irradié et Solaris infecté. 
 
    
 Temps de rétention 
(LC-MS) 
Feuilles de 
Chasselas 
Feuilles de  
Solaris 
    
 (min.) infectées irradiées infectées 
     
     
DR10 9.9    
DR11 10.4    
DR12 11.2    
DR13 13.5    
DR14 14.2    
DR15 15.1    
DR16 10.3    
    
 
 
Seulement trois d’entre ces dimères, DR10, DR14 et DR 15, sont induits dans les 
feuilles de Chasselas et de Solaris quelques soient le type de stress subit par la 
plante. Plusieurs dérivés stilbéniques avec la même masse moléculaire, 454 
uma, ont été retrouvés dans des plantes ou issues de réactions d’oxydation 
enzymatique in vitro : les gnétines A et C (Gnetaceae [64]), les ampélopsines B, 
D et F (Vitaceae [52,130]) et la restrysol C à partir de l’oxydation enzymatique du 
resvératrol [126]. Certains de ces composés pourraient être induits et présents 
dans la feuille de vigne infectée par P. viticola et correspondre aux dimères de 
resvératrol détectés. 
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L’existence d’une voie métabolique induite lors d’un stress de la vigne conduisant 
à l’oxydation du trans-resvératrol pour former des dérivés stilbèniques efficaces 
contre la propagation du pathogène requiert la participation de peroxydases 
comme ceci avait déjà été supposé par Langcake et Pryce [131]. Une discussion 
sur l’activité peroxidasique dans les feuilles de vigne est reportée dans la partie 
V-3-1. En voulant montrer que le trans-resvératrol est bien le précuseur des 
viniférines de la vigne, Langcake et Pryce ont soumis des feuilles de vignes aux 
UV et ont observé que l’induction et l’accumulation du resvératrol est maximale 
pour une région spectrale d’irradiation entre 260 et 270 nm appliquée à la surface 
inférieure des feuilles [132]. 
Plusieurs travaux et revues nous renseignent sur la potentialité enzymatique des 
tissus foliaires pour transformer le trans-resvératrol en différents produits 
d’oxydation, comme les restrysols A-C ou des composés décrits comme des 
analogues de l’ε-viniférine [126]. 
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Figure 62 : Analogues de 
viniférines dimèriques. 
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Les restrysols, résultants de la dimérisation oxidative du trans-resvératrol par 
Botrytis cinerea en culture, présentent des masses de 472 et 454 uma et 
possèdent dans leur structure deux groupes p-4-hydroxyphényles (figure 62) 
La RMN d’une fraction purifiée (figure non montrée) contenant le δ-viniférinol nous 
a permis de constater l’absence de signaux à des déplacements chimiques 
correspondants à ces restrysols [126]. La structure du δ-viniférinol semble être 
proche des restrysols A-B. Les feuilles de vigne possédent donc des activités 
peroxidasiques lui permettant de produire une large panoplie de stilbènes, 
dérivés de resvératrol, dotés d’une activité biologique in vitro. 
 
 
V-1-4-3 Accumulation de dérivés oligomériques (degré de 
polymérisation supérieur à 2) de resvératrol. 
 
Des stilbènes de degré de polymérisation supérieur à 2 ont été détectés par LC-
APPI-MS dans les feuilles de Chasselas et Solaris. Nous décrivons la mise en 
évidence de trois composés phénoliques de 682, 680 et 678 uma avec les temps 
de rétention respectifs de 13.8, 14.7 et 15.5 min. Ces trois composés seraient 
des trimères de resvératrol (TR) avec différents degrés d’insaturation au niveau 
structural (TR682, TR680 et TR678). Un tétramère de resvératrol a également 
été détecté dans la feuille de vigne infectée, il s’agirait très probablement d’un 
des tétramères que l’on retrouve dans le bois de vigne (voir partie V-2-5). 
 
Ces oligomères de resvératrol font partie des stilbènes minoritaires retrouvés 
dans les feuilles de vigne. 
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Figure 63 : Spectres UV de TR680 (A), TR682 et TR678 (B). 
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Figure 64 : Profils chromatographiques des ions [678-H]-, [680-H]-, [682-H]- 
(programme LC "stilbène") dans les feuilles de Solaris saines (A) et infectées (B), 
et les feuilles de Chasselas saines (C) et infectées (D). 
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TR682 et TR678 montrent les mêmes spectres UV avec un maximum 
d’absorption à 280 nm, tandis que TR680 a un spectre UV montrant une 
absorption maximale entre 280 et 335 nm. TR680 doit présenter une plus grande 
aromaticité que celle des deux autres composés (figure 63). 
 
TR682 semble être constitutif dans les feuilles de Chasselas. Il est non 
détectable dans les feuilles de Solaris saines. TR680 et TR678 sont induits après 
infection des feuilles de Solaris et de Chasselas (figure 64), mais aussi après 
exposition sous UV-C (données non présentées). 
L’analyse des spectres MS2 de TR682 et TR680 nous confirme le fait qu’ils sont 
des oligomères de resvératrol (figures 65 et 66) avec la visualisation des signaux 
correspondant aux ions [M-H-Resv]- et [Resv-H]- reportés dans le tableau 7. 
 
Tableau 7 : Signaux générés dans les spectres MS2 des composés TR682, TR680 et TR678. 
 
     
 [M-H-H2O]- [M-H-PhOH]- [M-H-Resv]- [Resv-H]- 
     
     
TR682 663 - 453 227 
     
TR680 661 585 451 227 
     
TR678 - 583 - - 
     
Unités en m/z 
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Figure 65 : Spectre MS2 (LC-APPI-MS) du composé TR682. 
[M-Resv-H]- 
[M-H2O-H]- 
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Le spectre MS2 de TR678 reste difficile à expliquer, mais nous savons qu’un 
trimère de resvératrol cyclique, l’α-viniférine (678 uma), a déjà été mis en 
évidence dans les feuilles de vignes infectées par B. cinerea par Pryce et 
Langcake [33]. Le spectre UV (maximum d’absorption à 280 nm) de TR678 
(figure 63) correspond bien à la structure de l’α-viniférine avec ces groupes 4-
hydroxyphényles en périphérie de la molécule (en médaillon dans la figure 67), 
telle qu’elle a été identifiée en 1977 [53]. 
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Figure 67 : Spectres UV et MS2 (LC-APPI-MS) du composé TR678. 
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Figure 66 : Spectre MS2 (LC-APPI-MS) du composé TR680. 
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Les mêmes auteurs décrivent, lors d’induction UV ou d’infection par B. cinerea 
sur V. vinifera (Cabernet-Sauvignon), l’ε-viniférine et l’α-viniférine comme étant 
les principaux stilbènes accumulés dans les feuilles [33,34]. Ils notent également 
la détection d’un tétramère, la β-viniférine, et la présence d’un oligomère de 
degré de polymérisation supérieur, γ-viniférine. Ce tétramère pourrait 
correspondre à celui que nous avons tenté de caractériser dans la partie V-2-5-2 
(TT2). 
La différence entre les positions des feuilles prélevées sur les plantules est un 
paramètre important qui pourrait expliquer la variabilité de la nature et la 
concentration des stilbènes lors de leur détection [132]. Une étude a révélé une 
corrélation entre l’âge croissant des feuilles, les activités β-1,3-glucanase, 
peroxydase et la réduction de l’efficacité infectieuse de P. viticola [133]. 
 
Nous avons donc détecté 7 nouveaux dimères et 2 trimères du resvératrol 
supplémentaires en plus des stilbènes et dérivés de stilbènes déjà connus dans 
la vigne. Les dimères seraient les analogues des ε- et δ-viniférines, issues des 
voies oxydatives existantes, dont la catalyse serait assurée par des peroxidases. 
Ces nouveaux composés peuvent être comparés à des métabolites déjà connus 
et mis en évidence de manière in vitro ou in vitro : restrysols A et B (dimères de 
resvératrol de 472 uma, [126]), restrysol C, gnétines A et C, ampélopsines B, D 
et F (dimères du resvératrol de 454 uma, [52,64,126,130,134], gnétine E, 
ampélopsines C et E (trimères du resvératrol de 680 uma [52,64,130]) (figure 68). 
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V-1-5 Profil stilbènique de feuilles traitées par BABA avec ou 
sans infection par le mildiou. 
 
Cette partie du projet a été effectuée dans le cadre d’une collaboration avec 
Mollah M. Hamiduzzaman (Laboratoire de biochimie végétale, Université de 
Neuchâtel, Suisse), afin d’appliquer notre méthode LC-MS ("stilbènes") sur les 
feuilles traitées de manière abiotique et d’y déterminer les profils stilbéniques. 
Des traitements externes avec des substances naturelles ou artificielles activant 
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Figure 68 : Ampélopsines B (1), C (2), D (3), E (trans et cis, 4) et F (5), 
gnétines A (6), C (7) et E (8). [52,64,130,134] 
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les défenses de la vigne peuvent faire l’objet d’une stratégie de protection contre 
le mildiou [135]. 
BABA, acide aminé non protéique, est connu pour la protection de plusieurs 
plantes contre de nombreux pathogènes [136]. Combiné à des fongicides anti-
mildiou sprayés sur les vignes, il montre un effet biologique efficace contre 
l’infection et la sporulation de P. viticola [29]. 
Le Chasselas est un cépage sensible à P. viticola. Le prétraitement de ses 
feuilles avec BABA induit une défense contre le pathogène beaucoup plus 
efficace, conduisant à des nécroses et à l’inhibition du développement des 
zoospores (Hamiduzamann, communication personnel). 
 
L’accumulation du resvératrol est plus grande dans les feuilles de Chasselas 
traitées avec BABA avant l’infection par P. viticola que dans les feuilles témoins 
(figure 69). La concentration de resvératrol est de 4 à 8 fois plus élevée comparée 
à celles des feuilles non traitées avec BABA, 6 à 7 jours après inoculation (figure 
69). Le même effet de BABA sur l’accumulation de resvératrol et de ses dimères 
a été observé dans les feuilles de Solaris prétraitées avec BABA et infectées par 
la suite (figure 69). Nous espérions trouver une quantité de stilbènes bien 
supérieures dans les feuilles de Solaris, par rapport à celles de Chasselas. Or, la 
quantité de stilbènes mesurée dans les feuilles de Chasselas (figure 69) est 
supérieure à celle mesurée dans les échantillons de Solaris (figure 70). Ceci 
pourrait être expliqué par le fait que nous avons utilisé des feuilles d’âge et de 
positions différentes sur les plantules, donc présentant des métabolismes et des 
réponses différents à l’infection [132]. L’effet de BABA sur les disques de feuilles 
et plantules (figure 72) n’est observée que lorsque la plante est infectée par P. 
viticola. 
En présence ou en absence de BABA, nous remarquons dans les feuilles de 
Chasselas une induction de l’accumulation de composés stilbèniques dans les 
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zones non en contact avec le pathogène (figure 71). La cis-picéide est observée 
en majorité à partir du 6ème jour après l’inoculation. L’application de BABA seul, 
sur des plantules de Chasselas peut induire quelques petites modifications dans 
le profil stilbènique de leur feuille (figure 72), équivalent à un stress chimique. 
Aucune différence significative n’est observée, avec ou sans BABA, sans 
l’infection par P. viticola. C’est seulement après l’infection par P. viticola que des 
nécroses se forment sur les plantules prétraitées avec BABA. Leur analyse 
révèle l’accumulation de resvératrol et de dimères de resvératrol (ε- et δ-
viniférines). L’analyse de la partie non nécrosée révèle par contre une quantité 
plus importante d’ε-viniférine, certainement synonyme d’une activité oxydative 
accrue dû à une extention de la défense contre P. viticola. 
Les grands écart-types obtenus au cours des différents résultats nous indiquent 
une grande variabilité des réponses des stilbènes au niveau du détecteur de 
masse. Nous aurions dû analyser un plus grand nombre d’échantillons selon les 
différentes conditions d’infection des feuilles de vigne afin de réduire cette 
variabilité des résultats. 
BABA induit dans les feuilles de Chasselas la formation de phytoalexines : 
resvératrol, ε-viniférine et δ-viniférine. Le laboratoire de biochimie végétale de 
l’Université de Neuchâtel a récemment trouvé que BABA induit la résistance 
contre le mildiou en modulant divers mécanismes comme l’accumulation de 
callose et les voies biosynthétiques des phénylpropanoïdes et de l’acide 
jasmonique [30,137]. 
Il a été montré que la différence entre le Chasselas et le Solaris se situe au 
niveau de la nature des stilbènes accumulés : Le Chasselas accumule plutôt du 
picéide alors que le Solaris accumule beaucoup plus de viniférines [138]. 
L’apparition des stilbènes dans les feuilles de Solaris est beaucoup plus localisée 
comparée à sa présence diffuse dans les feuilles de Chasselas. 
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Figure 72 : Profil stilbènique après 7 jours d’incubation de feuilles de plantules (Chasselas) saines ou infectées par P. viticola, ayant été 
prétraité par de l’eau ou BABA. (La quantification des composés a été estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du trans-
resvératrol). N : zone inoculée nécrosée ; NN : zone inoculée non nécrosée. 
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 Figure 71 : Profil stilbènique des zones non inoculées de disques de feuilles de Chasselas infectées par P. viticola et prétraitées avec de 
l’eau ou BABA. (La quantification des composés a été estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du trans-resvératrol). 
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Figure 70 : Profil de quelques composés phénoliques entre 0 et 48h après inoculation dans des feuilles de Solaris infectées par P. viticola 
et prétraitées avec de l’eau ou BABA. (La quantification des composés a été estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du trans-
resvératrol). 
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Figure 69 : Profil stilbènique des zones inoculées des disques de feuilles de Chasselas infectées par P. viticola et prétraitées avec de 
l’eau ou BABA. (La quantification des composés a été estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du trans-resvératrol). 
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Leur concentration élevée sur un site d’infection serait toxique pour les cellules 
foliaires qui les accumulent, ce qui causerait le phénomème d’apoptose ou de 
mort cellulaire (réaction d’hypersensibilité ; [135,139]). Ceci est très important, 
car P. viticola est un parasite obligatoire de la vigne et son développement 
dépend essentiellement des cellules vivantes avec lesquelles il est en contact. La 
mort cellulaire est observée dans les nécroses formées en post-infection [11,12, 
137,139-141] au niveau des sites d’enkystement et de germination des 
zoospores, dont la germination et le développement se voient interrompus. 
En comparaison avec des stilbènes détectés à des concentrations très 
importantes et largement nécessaires pour inhiber P. viticola, certains stilbènes 
sont présents en trace dans les feuilles de vigne, tels que les stilbènes 
hétérodimériques (trans-ε-resvépterol et trans-δ-resvépterol caractérisés dans la 
vigne infectée et décrits dans la partie V-3-1) ou des analogues des viniférines. 
L’analyse de leur activité biologique contre P. viticola montrent que leur toxicité 
nécessite des concentrations trop importantes par rapport à celle dans les zones 
étudiées. Par conséquent, ces résultats nous conduisent à penser à une 
éventuelle interaction ou synergie possible entre diverses substances 
responsables de la défense de la vigne contre Plasmopara viticola dans cette 
matrice complexe que représente la feuille de vigne. 
Finalement nous pouvons imaginer le scénario suivant : Lorsque la feuille se 
trouve infectée, ceci engendre d’une part l’accumulation de trans-resvératrol par 
l’induction de la STS et la libération de peroxidases vacuolaires d’autre part. 
Suivant des conditions de pH, l’oligomérisation oxydative du trans-resvératrol 
donne lieu à différents type de stilbènes dimères, hétérodimères, trimères, 
tétramères, … 
 
V- Résultats et Discussion. V-2 Stilbènes du bois de la vigne 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 125 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V-2 Caractérisation de stilbènes et dérivés 
stilbèniques constitutifs de l’écorce de 
Chasselas et de Bronner (V. vinifera). 
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V-2 Caractérisation de stilbènes et dérivés stilbèniques constitutifs 
de l’écorce de Chasselas et de Bronner (V. vinifera). 
 
 
 
L’écorce du bois sain de vigne se révèle être une source de stilbènes (resvératrol 
et viniférines). Les principales différences entre les variétés Chasselas (sensible 
au mildiou), Pinot noir (sensible au mildiou) et Bronner (résistant au mildiou) 
semblent être plutôt quantitatives que qualitatives (figure 73, tableau 8). L’étude 
d’une corrélation entre la quantité de stilbène par poids frais d’écorce et la 
résistance au mildiou des cépages V. vinifera mériterait d’avantage de réflexion, 
ainsi que l’analyse d’autres cépages existants. 
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Figure 73 : Caractérisation chromatographique des stilbènes d’écorce de V. vinifera. 
trans-resvératrol 
trans-ε-viniférine 
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Tableau 8: Teneur en trans-resvératrol et trans-ε-viniférine d’extraits d’écorces de Chasselas, 
Pinot Noir et Bronner (V. vinifera). 
 
      
(µg.g-1 poids frais d’écorce Chasselas  Pinot noir  Bronner 
      
      
trans-resvératrol 27.6±3.4  85.5±2.5  85.8±5.4 
      
trans-ε-viniférine 957.3±142.5  1023.4±3.2  943.3±384.8 
      
 
 
 
Figure 74 : Visualisation du chromatogramme UV (280 nm) et des profils ioniques [M-H]- 
correspondants aux stilbènes d’écorce de V. vinifera. (méthode LC-APPI-MS) 
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Indépendamment du fait que des stilbènes sont induits dans les feuilles ayant 
subi des stress biotiques ou abiotiques et que le trans-resvératrol, la trans-ε-
viniférine sont des composants constitutifs connus du bois de vigne, nous avons 
émis comme hypothèse qu’il pourrait exister, de manière constitutive dans le bois 
de vigne, d’autres composants de la famille des stilbènes de même que d’autres 
classes de molécules qui pourraient être induites dans la feuille dans le 
processus de défense contre un microorganisme pathogène, P. viticola, en 
particulier. 
La figure 74 montre que le bois sain de vigne renferme des stilbènes de divers 
degré de polymérisation, dont le trans-resvératrol, la trans-ε-viniférine et l’α-
viniférine (trimère de resvératrol). Ils feront l’objet de notre présent chapitre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Écorce de Chasselas et de Bronner 
LH20 sephadex (*) 
Colonne ouverte phase 
inverse C18 
Fractionnement sur silice 
normale, CHCl3/acétone 
Colonne silice normale avec 
système d’élution quaternaire 
(CHCl3/Méthanol/eau/toluène) 
HPLC semi-préparative en 
phase inverse C18 
1ère méthode (Chasselas) 2ème méthode (Bronner) 
Extraction par agitation et macération à froid (CH2Cl2/Méthanol, 1/1, v/v) 
TT1 
ε-viniférine et 
mélange TT2/TT2’ 
X470, mélange de 
TT3/TT3’, X452 et un 
mélange de TT4/TR1 
ε-viniférine, TT3 et 
TT3’ 
Figure 75 : Méthodes utilisées pour la caractérisation des stilbènes d’écorce de V. vinifera. 
TT tétramère du resvératrol 
TR : trimère du resvératrol 
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Nous avons alors entrepris des extractions d’écorces de deux variétés de V. 
vinifera, (Chasselas et Bronner) par deux méthodes (figure 75), suivant 
l’hypothèse que la composition qualitative en stilbène des différentes variétés V. 
vinifera est similaire. Par le fractionnement des extraits, la séparation et la 
purification, les composés suivants ont été identifiés : trans-resvératrol, trans-ε-
viniférine, ampélopsine A, hopeaphénol, vitisine A et quelques oligomères de 
resvératrol qui ont fait l’objet d’une tentative d’identification. La première méthode 
nous a permis d’isoler un mélange de tétramères du resvératrol TT2 et TT2’, puis 
la seconde, la séparation de deux autres tétramères de resvératrol TT3 et TT3’. 
Nous présentons également les tests de ces substances sur la mobilité des 
zoospores de P. viticola. 
 
La caractérisation et l’identification de ces substances par les méthodes 
spectroscopiques nous permettent d’affirmer que TT1 et TT3 correspondent à la 
vitisine A, TT3’ à l’hopéaphénol et X470 à l’ampélopsine A (figure 75). Par contre 
les composés TT4, TR1, X452, TT2 et TT2’ ne correspondent pas à des 
composés déjà identifiés (figure 75). Nous présentons ici l’identification de X452, 
TT2 et TT2’. Par contre les composés TT4 et TR1 n’ont pas pu être identifiées 
car les quantités obtenues étaient très faibles. 
 
Rappel : TT   tétramères du resvératrol 
 TR   trimères du resvératrol 
 X452 et X470   deux oligomères de resvératrol de 452 et 470 uma, 
 respectivement 
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Figure 76 : Spectres UV des catéchines, de X470, de TT3, TT3’, TR1 et TT4, résultats 
de la première méthode (chromatogrammes HPLC semi-préparative). 
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V-2-1 Trans-resvératrol et trans-ε-viniférine. 
 
Nous confirmons la présence de trans-resvératrol (RT à 11.6 min, maxima 
d’absorption à 305 et 320 nm) et d’ε-viniférine (RT à 14.5 min, épaulement à 305-
310 nm et maximum d’absorption à 322 nm) dans les écorces. 
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158.9 Figure 77 : Caractérisation du 
resvératrol par UV (A), et 
spectrométrie de masse : MS, (B) 
et MS2 de l’ion de 227 uma (C). 
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Figure 78 : Caractérisation de l’ε-
viniférine par UV (A), et spectrométrie 
de masse : MS (B), MS2 de l’ion 453 
(C) et MS3 des ions parents 453 359 
(D). 
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Nous proposons les fragmentations suivantes pour tenter d’interpréter les 
spectres MS2 du trans-resvératrol (figure 79) et du trans-ε-viniférine (figure 80) : 
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Figure 79 : Schéma proposé 
de fragmentations du trans-
resvératrol. 
Figure 80 : Schéma proposé 
de fragmentations du trans-
ε-viniférine. 
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V-2-2 Ampélopsine A. 
 
La première méthode utilisée avec le bois de Chasselas nous a permis d’isoler 
cette substance en trois étapes suivant le processus d’extraction décrit à la partie 
V-2-7. 
RT à 8.6 min (programme "stilbènes", maximum d’absorption à 283 nm). 
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Figure 81 : Spectres MS (A), MS2 de 
l’ion 469 (B) et MS3 des ions parents 
469451 (C) de X470. 
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La substance isolée est un composé phénolique de masse 470 uma (469 [M-H]-, 
451 [M-H-H2O]-, 375 [M-H-Phénol]-, 357 [M-H-H2O-Phénol]-, figure 81). 
Si nous prenons comme référence la masse d’un dimère de resvératrol de 454 
uma, la substance X470 apparaît comme un dimère de resvératrol tout 
simplement oxydé ou comme un dimère hydraté et pourvu d’une insaturation 
supplémentaire. 
 
 
 
 
 (X470) ampélopsine A (a) 
        
        
 δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm)  Corrélation HMBC 
        
        
1a - - 130.6     
2a,6a 7.12d 8.6 129.4  158.1, 129.4, 87.9 
3a,5a 6.78d 8.6 115.3  115.3, 130.6, 158.1 
4a   158.1   
7a 5.76d 11.4 87.9  129.4, 142.7 
8a 4.15d 11.4 48.9  87.7, 118.5, 142.7, 130.6 
9a - - 142.7   
10a - - 118.5   
11a - - 156.9   
12a 6.43d 2 100.6  104.5, 118.5, 156.9 
13a - - 156.9   
14a 6.23brd 2 104.5  100.6, 118.5 
1b - - 132.2   
2b, 6b 6.90d 8.8 128.3  128.3, 155.5 
3b, 5b 6.64d 8.7 114.6  114.6, 132.2, 155.5 
4b - - 155.5   
7b 5.45d 4.7 43.2  140.1, 132.2, 118.5 
8b 5.41t 4.7 70.3   
9b - - 140.1   
10b - - 118.3   
11b - - 159.7   
12b 6.15d 2.2 96.3   
13b - - 159.7   
14b 6.61d 2.1 110.1  118.3, 96.3 
OH aliph. 3.45d 7.62    
  
OH arom. 8.07brs, 8.13brs, 8.24brs, 8.31brs et 8.45brs 
        
Tableau 9 : Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du composé à 470 uma. 
(a) dans acétone-d6 (voir le spectre en annexe) 
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Deux dérivés de stilbènes bien connus des plantes du genre Vitaceae attirent 
notre attention, l’ampélopsine A et le balanocarpol. La comparaison des données 
RMN de X470 à celles de ces subtances permet d’identifier le composé X470 
comme l’ampélopsine A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 82 : Attribution des carbones 
et protons de l’ampélopsine A. 
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Figure 83 : Corrélation HMBC de 
l’ampélopsine A. 
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Quatre paires de protons couplant en ortho montrent la présence de deux 
groupes 4-hydroxyphenyl dans la molécule (tableau 9, figure 82) : 2a, 6a (δ 7.12 
ppm) ; 3a, 5a (δ 6.78 ppm) ; 2b, 6b (δ 6.90 ppm) ; 3b, 6b (δ 6.64 ppm). 
Nous observons également la présence de deux paires de protons aromatiques 
couplés en meta prouvant la présence de deux noyaux benzéniques 
tétrasubstitués : 12a, 14a (δ 6.43 et 6.23 ppm, respectivement) ; 12b, 14b (δ 6.15 
et 6.61 ppm, respectivement). 
Les larges signaux dans les champs faibles à 8.07, 8.13, 8.24, 8.31 et 8.45 ppm 
nous indiquent la présence de 5 hydroxyles phénoliques libres. 
Il a été difficile de confirmer les déplacements chimiques des carbones 11b et 
13b par les résultats de corrélation HMBC obtenues, c'est pour cela que nous 
leur avons attribué la valeur de déplacement chimique observée dans le spectre 
de 13C INEPT (tableau 9). 
Comme le soulignent Huang et al. [142], l'ampélopsine A et le balanocarpol ont 
une structure planaire semblable, exceptée au niveau de la configuration trans ou 
cis entre les protons 7b et 8b. La différence entre les spectres RMN résulterait de 
la différente conformation du heptacycle dans l'ampélopsine A (pseudo-bâteau) 
et dans le balanocarpol (pseudo-chaise). 
Les données RMN des protons et carbones de X470, ci-après (tableau 10), ont 
été comparées avec celles de l’ampélopsine A et du balanocarpol décrites dans 
la littérature [65,66,134,142-144]. 
 
V-2-3 Vitisine A. 
 
Les substances isolées TT1 (2mg) et TT3 (21.2 mg) présentent des similitudes 
dans leurs caractéristiques spectrales et chromatographiques (RT à 15.7 min, 
programme "stilbènes"). 
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Tableau 10 : Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C du composé X470 avec les 
données de la littérature. (a) dans acétone-d6 
 
       
  X470 (a)  Ampélopsine A(*)  Balanocarpol (**) 
             
             
  δ1H a J  b δ13C a  δ1H a J  b δ13C a  δ1H a J  b δ13C a 
             
             
1a  - - 130.6  - - 132.3  - - 133.7 
2a,6a  7.12d 8.6 129.4  7.10d 8.4 129.6  7.50d 8.3 130.0 
3a,5a  6.78d 8.6 115.3  6.77d 8.4 115.6  6.90d 8.3 116.4 
4a  - - 158.1  - - 156.9  - - 158.6 
7a  5.76d 11.4 87.9  5.75d 11.4 88.1  5.69d 9.3 93.5 
8a  4.15d 11.4 48.9  4.15d 11.4 49.2  5.16brd 9.3 52.3 
9a  - - 142.7  - - 142.7  - - 142.3 
10a  - - 118.5  - - 118.5  - - 120.4 
11a  - - 156.9  - - 155.7  - - 157.4 
12a  6.43d 2 100.6  6.42d 2.2 101.1  6.09brs  102.0 
13a  - - 156.9  - - 158.5  - - 156.9 
14a  6.23brd 2 104.5  6.22brs  105.1  5.96d 2.3 106.8 
1b  - - 132.2  - - 130.6  - - 133.5 
2b, 6b  6.90d 8.8 128.3  6.88d 8.8 128.3  6.75d 8.3 131.5 
3b, 5b  6.64d 8.7 114.6  6.63d 8.4 115.0  6.42d 8.3 115.0 
4b  - - 155.5  - - 158.1  - - 155.8 
7b  5.45d 4.7 43.2  5.44d 4.8 43.5  4.90brs  50.3 
8b  5.41t 4.7 70.3  5.40d 4.8 70.7  5.40brs  73.2 
9b  - - 140.1  - - 140.1  - - 140.8 
10b  - - 118.3  - - 118.0  - - 113.8 
11b  - - 159.7  - - 159.8  - - 159.7 
12b  6.15d 2.2 96.3  6.14d 2.2 97.0  6.20brs  95.1 
13b  - - 159.7  - - 159.8  - - 159.2 
14b  6.61d 2.1 110.1  6.60d 2.2 110.1  6.26d 2 104.4 
OH    
  
 
 
 
 
7.74s, 7.85s, 7.97s, 
8.04s, 8.56s 
             
 
a en ppm, b en Hz, (*) données RMN de Takaya et al. [134], (**) données RMN de Tanaka et al. [65] dans acétone-d6. 
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L’analyse de TT1 n’a pu donner lieu qu’à la RMN des protons, la RMN des 
carbones n’étant pas assez bien résolus. Par contre, l’analyse de TT3 nous a 
permis d’effectuer l’attribution des carbones de manière à compléter et à identifier 
la structure commune de TT1 et TT3. Leur absorption entre 300 et 350 nm nous 
indique la présence éventuelle dans la structure d’une aromaticité mettant en jeu 
des phénomènes de mésomérie et nous suggère la présence d’une double 
liaison (δ 6.40s). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 85 : Spectre UV de TT1 et TT3. 
Figure 84 : Identification des protons 
éthylèniques sur le spectre COSY de TT3. 
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 TT1 (a)  TT3 (a) 
           
           
 δ1H a J  b  δ1H a J  b δ13C a  Corrélation HMBC 
           
           
1a - -  - - 133.4     
2a,6a 7.22d 8.6  7.21d 8.5 127.4  127.4, 158.2, 93.3 
3a,5a 6.84d 8.5  6.85d 8.6 115.6  159.0, 115.6, 133.4 
4a - -  - - 158.2   
7a 5.37d 5.5  5.37d 5.2 93.3  127.4 
8a 4.68d 5.5  4.42d 5.2 56.6  118.4, 106.3, 146.7, 133.4 
9a - -  - - 146.7   
10a,14a 6.17d 2.1  6.17d 2.2 106.3  101.5, 106.3, 159.8, 56.6 
12a 6.23t 2.1  6.23t 2.1 101.5  106.3 
11a,13a - -  - - 159.8   
1b - -  - - 129.3   
2b 6.10d 2.1  6.10d 2.1 132.0  104.4, 119.8 
3b - -  - - ?   
4b - -  - - 154.6   
5b 6.70d 8.4  6.72d 8.6 115.4  129.3 
6b 6.87dd 8.4,2.2  6.88dd 8.4,2.4 123.2  154.6, 132.0 
7b 6.40s   6.40brs  122.3  
8b 6.40s   6.40brs  130.6  
136.1, 129.3 
9b - -  - - 136.1   
10b - -  - - 118.4   
11b - -  - - ?   
12b 6.27brd   6.27d 1.9 96.0  104,1 
13b -   - - ?   
14b 6.54d 2.1  6.54d 2.1 104.1  118.4 
1c - -  - - 130.6   
2c,6c 7.16d 8.6  7.17d 8.6 129.6  129.6, 159.2, 88.0 
3c,5c 6.78d 8.6  6.79d 8.6 115.4  130.6, 115.4 
4c - -  - - 159.2   
7c 5.90d 11.4  5.90d 11.6 88.0   
8c 4.25d 11.4  4.26d 11.6 49.0  119.8, 141.8 
9c - -  - - 141.8   
10c - -  - - 119.8   
11c - -  - - ?   
12c 6.05d 2.2  6.07d 2.2 100.3  146.7 
13c - -  - - ?   
14c 6.27d 1.9  6.29brd  104.4  119.5 
1d - -  - - 133.4   
2d,6d 7.05d 8.4  7.06d 8.7 128.3  128.3, 155.4 
3d,5d 6.67d 8.4  6.67d 8.7 114.9  136.1, 114.9, 133.4, 128.3 
4d - -  - - 155.4   
7d 5.40d 3.4  5.39d 3.7 40.1   
8d 5.50brd   5.51brd 4.1 40.7   
9d - -  - - ?   
10d - -  - - ?   
11d - -  - - ?   
12d 6.10d 2.1  6.11brs  95.5  109.5 
13d - -  - - ?   
14d 6.06d 2.1  6.07d 2.2 109.5   
OH 7.74s, 8.03s, 8.05s, 8.10s, 8.12s, 8.24s, 8.37s, 8.37s, 8.50s, 8.53s et 8.68s 
         
a, en ppm, ;b, en Hz 
Tableau 11 : Données données RMN-1H et RMN-13C des composés TT1 et TT3. 
(voir le tableau 12 présentant la comparaison entre TT3 et les données RMN de la vitisine A 
trouvée par Ito et al. [44]). (a) dans acétone-d6 (voir le spectre de TT1 en annexe)  
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TT1 et TT3 montrent des spectres RMN très semblables (tableau 11). Nous 
notons cependant que pour le proton attribué au carbone 8a, ils présentent des 
déplacements chimiques de 4.68 et 4.42 ppm respectivement. Les protons des 
carbones 2b et 12d présentent le même déplacement chimique, 6.10 ppm. 
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Figure 86 : Assignation des carbones et protons de TT1 et TT3 (vitisine A). 
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Tenant compte de la faible résolution de notre spectre HMBC, nous n’avons pas 
été en mesure de confirmer la totalité des corrélations entre les protons et les 
carbones quaternaires de nos molécules (tableau 11). TT3 correspondrait à la 
vitisine A décrite dans la littérature (tableau 12). TT1 serait un analogue de la 
vitisine A, différent par la configuration absolue du carbone 8a. 
O
O
OH
OH
OH
OH
OH
HO
HO
OH
HO
HO
H
H
H
H
H H
H
H
H H
HH
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
 
HMBC 
COSY
> 
Figure 85 : Corrélation HMBC de TT3 (Vitisine A). 
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Tableau 12 : Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C du composé TT3 (vitisine A) avec 
les données de la littérature. 
 
 (TT3) Vitisine A  Données de Ito et al. [40] 
 dans acétone-d6  dans acétone-d6 
      
 δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm)  δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm) 
        
        
1a - - 133.4  - - 133.8 
2a,6a 7.21d 8.5 127.4  7.18d 8.4 127.9 
3a,5a 6.85d 8.6 115.6  6.82d 8.4 116.1 
4a - - 158.2  - - 158.1 
7a 5.37d 5.2 93.3  5.35d 5.5 93.8 
8a 4.42d 5.2 56.6  4.40d 5.5 57.0 
9a - - 146.7  - - 147.2 
10a,14a 6.17d 2.2 106.3  6.16d 2.2 106.8 
12a 6.23t 2.1 101.5  6.21t 2.2 102.0 
11a,13a - - 159.8  - - 159.7 
1b - - 129.3  - - 128.8 
2b 6.10d 2.1 132.0  6.07d 2.2 132.5 
3b - - ?  - - 132.7 
4b - - 154.6  - - 155.1 
5b 6.72d 8.6 115.4  6.68d 8.4 115.4 
6b 6.88dd 8.4,2.4 123.2  6.84dd 8.4,2.2 123.5 
7b 6.40brs  122.3  6.38s  122.5 
8b 6.40brs  130.6  6.38s  130.9 
9b - - 136.1  - - 136.5 
10b - - 118.4  - - 119.0 
11b - - ?  - - 162.4 
12b 6.27d 1.9 96.0  6.25d 2.2 96.5 
13b - - ?  - - 159.5 
14b 6.54d 2.1 104.1  6.50d 2.2 104.3 
1c - - 130.6  - - 130.9 
2c,6c 7.17d 8.6 129.6  7.14d 8.4 130.0 
3c,5c 6.79d 8.6 115.4  6.77d 8.4 115.9 
4c - - 159.2  - - 158.5 
7c 5.90d 11.6 88.0  5.87d 11.4 88.4 
8c 4.26d 11.6 49.0  4.23d 11.4 49.4 
9c - - 141.8  - - 142.2 
10c - - 119.8  - - 120.3 
11c - - ?  - - 157.9 
12c 6.07d 2.2 100.3  6.02d 2.2 100.8 
13c - - ?  - - 156.9 
14c 6.29brd  104.4  6.24d 2.2 104.9 
1d - - 133.4  - - 135.3 
2d,6d 7.06d 8.7 128.3  7.02d 8.4 128.8 
3d,5d 6.67d 8.7 114.9  6.65d 8.4 115.4 
4d - - 155.4  - - 155.9 
7d 5.39d 3.7 40.1  5.38d 3.3 40.3 
8d 5.51brd 4.1 40.7  5.47d 3.3 41.3 
9d - - ?  - - 141.1 
10d - - ?  - - 120.0 
11d - - ?  - - 158.7 
12d 6.11brs  95.5  6.08d 1.8 96.0 
13d - - ?  - - 160. 
14d 6.07d 2.2 109.5  6.04d 1.8 110.0 
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Nous constatons le haut degré d’homologie entre les déplacements chimiques et 
des constantes de couplages mesurées de TT3 et de la vitisine A, malgré les 
déplacements chimiques des carbones quaternaires manquant [40]. 
 
 
V-2-4 Hopeaphénol. 
 
La première méthode d’extraction utilisée pour le bois de Chasselas ne nous 
avait pas permis d’isoler d’une manière convenable (pureté) cette substance 
(39.4 mg, RT à 13.5 min avec le programme "stilbènes"). 
 
Bien que la spectroscopie de masse nous indique que ce composé phénolique 
possède une masse de 906 uma (905 m/z [M-H]-, 811 m/z [M-H-Phénol]-, 717 
m/z [M-H-2xPhénol]-, figure 88), le spectre COSY ne paraît pas très compliqué. 
Ceci sous-entend la présence d’un élément de symétrie dans la structure 
moléculaire. Le spectre MS2 nous indique, par la présence d’un fragment à 451 
m/z, l’éventuelle présence de l’ampélopsine A dans la structure. 
 
905.1 
 
 
716.8 
 
810.6 
 451.0 
 
Figure 88 : Spectre MS (A) et MS2 (B) de 
TT3’ (Hopeaphénol), ESI mode négatif. 
B A 
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 (TT3’) Hopeaphénol (a) 
        
        
 δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm)  Corrélation HMBC 
        
        
1a - - 130.5     
2a,6a 7.16d 8.6 129.8  87.7, 129.8, 157.9 
3a,5a 6.81d 8.6 115.4  115.4, 130.5, 156.7 
4a - - 157.9   
7a 5.77d 12.1 87.7  129.8, 141.9 
8a 4.25d 12.1 49.3  87.7, 118.1, 120.6, 130.5, 141.9 
9a - - 141.9   
10a - - 120.6   
11a - - 158.2   
12a 6.57brs  100.4  105.8, 120.6, 156.6 
13a - - 156.6   
14a 6.31d 1.7 105.8  49.3, 100.4, 120.6, 156.6 
1b - - 134.7   
2b, 6b 6.92d 8.6 128.8  40.7, 128.8, 155.0 
3b, 5b 6.57d 8.4 114.6  114.6, 134.7, 155.5 
4b - - 155.0   
7b 5.83brs  40.7  120.6, 140.0, 158.2, 47.7 
8b 3.95brs  47.7  40.7, 47.7, 118.1, 120.6, 140.0 
9b - - 140.0   
10b - - 118.1   
11b - - 156.6   
12b 5.74d 2.2 94.7  110.7, 118.1, 129.8, 156.6 
13b - - 156.6   
14b 5.19d 2.2 110.7  47.7, 94.7, 118.1, 156.6 
        
 
 
 
Dans le spectre RMN, nous notons la présence de : 
- deux protons sur la partie aliphatique d'un cycle dihydrofurane, 7a et 8a 
respectivement à δ 5.77 et 4.25 ppm, J (H7a, H8a) = 12.1 Hz (tableau 13). 
- deux paires de doublets appartenant à deux systèmes AA'/BB' de noyaux 
phényles para-disubstitués. Leur constante de couplage sont 8.4-8.6 Hz (tableau 
13). 
- deux paires de protons en méta appartenant à des noyaux benzéniques 
tetrasubstitués (12a et 14a ; 12b et 14b), tableau 13. 
Tableau 13 : Données RMN-1H et RMN-13C de (TT3’) hopeaphénol. (a), dans acétone-d6 
(voir le spectre dans en annexe) 
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Les spectres HMBC nous apportent les informations sur la positions des 
carbones quaternaires par rapport aux protons. Ceci nous a permis d’établir la 
structure moléculaire de TT3’, correspondant à l’hopeaphénol. 
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Figure 90 : Structure 
proposée de l’hopeaphénol. 
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Figure 89 : Hémi-(TT3’) hopeaphénol. 
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Figure 91 : Corrélation HMBC sur 
l’hémi-(TT3’) hopeaphénol. 
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Nos données RMN (tableau 14) ont été comparées avec celles de Reniero et al. 
[145], qui ont identifié pour la première fois l’hopeaphénol dans les racines du 
genres Vitis. Bezhuashvili et al. [146] ont aussi décrit le même composé (RMN 
dans le chloroforme-d6) extrait de jeunes tiges de V. vinifera (Rkatsiteli). 
 
 
Tableau 14 : Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C du composé obtenu avec les 
données de la littérature. 
(a), dans acétone-d6 
 
 (TT3’) Hopeaphénol (a)  Données de Reniero et al. [145] 
        
        
 δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm)  δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm) 
        
        
1a - - 130.5  - - 131.0 
2a,6a 7.16d 8.6 129.8  7.16m  130.3 
3a,5a 6.81d 8.6 115.4  6.78m  116.0 
4a - - 157.9  - - 158.4 
7a 5.77d 12.1 87.7  5.75d 12.0 88.2 
8a 4.25d 12.1 49.3  4.22d 12.0 49.7 
9a - - 141.9  - - 142.4 
10a - - 120.6  - - 121.2 
11a - - 158.2  - - 157.2 
12a 6.57brs  100.4  6.52d  101.2 
13a - - 156.6  - - 157.2 
14a 6.31d 1.7 105.8  6.28d 2.0 106.3 
1b - - 134.7  - - 135.0 
2b, 6b 6.92d 8.6 128.8  6.88m  129.4 
3b, 5b 6.57d 8.4 114.6  6.56m  115.3 
4b - - 155.0  - - 155.6 
7b 5.83brs  40.7  5.80brs  41.2 
8b 3.95brs  47.7  3.91brs  48.2 
9b - - 140.0  - - 140.4 
10b - - 118.1  - - 118.6 
11b - - 156.6  - - 158.7 
12b 5.74d 2.2 94.7  5.73d 2.0 95.2 
13b - - 156.6  - - 159.2 
14b 5.19d 2.2 110.7  5.16d 2.0 111.2 
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V-2-5 Autres oligomères de resvératrol. 
 
V-2-5-1 Dimère de resvératrol, X452. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
C 
345.0 
357.0 
451.2 
423.0 
Figure 92 : Spectres UV (A), MS 
(B) et MS2 de l’ion parent 451 (C) de 
X452. 
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Ce composé (figure 92) a été détecté  
en trace dans l’écorce (LC-APPI-
MS, RT de 16.3 min, programme 
"stilbènes"). Les données spectrales 
nous indiquent qu’il appartient à la 
famille des stilbènes dimèriques et 
qu’il a une masse de 452 uma 
correspondant au signal 451 m/z, 
[M-H]- en mode négatif. Il pourrait 
avoir des similitudes avec la δ-
viniférine, avec un spectre UV et un 
temps de rétention proche. 
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La forte absorption UV entre 300 et 350 nm nous indique qu’il est probable que la 
molécule contienne des protons éthylèniques avec une double liaison participant 
à l’aromaticité. Les fragments générés par MS2 nous rappelle le spectre MS3 de 
l’ampélopsine A (voir partie V-2-2), sous-entendant l’existence d’une partie 
commune entre cette dernière et X452. 
 
V-2-5-2 Tétramère de resvératrol, TT2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
trans-ε -viniférine 
 
trans-δ-viniférine 
 
TT2 
 
TT2’ 
 
LC-MS de l’extrait 
de feuilles 
infectées (307 nm) 
 
LC-MS de 
TT2/TT2’ 
 
Figure 94 : Détection de TT2 dans 
des disques de feuilles de chasselas 
infectées. 
 
Figure 93 : Spectre UV de TT2. 
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La première méthode de caractérisation de stilbènes présents dans l’écorce de 
chasselas, nous obtenons un mélange de deux tétramères de resvératrol, TT2’ et 
TT2, possédant des temps de rétention (programme "stilbènes") à 16.5 et 17.4 
min, respectivement. 
Nous détectons aussi des traces de TT2 dans des extraits méthanoliques de 
feuilles de chasselas infectées. La spectroscopie de masse confirme que TT2 et 
TT2’ sont deux isomères de tétramères de resvératrol (ESI-MSn, 905 m/z [M-H]-, 
887 m/z [M-H-H2O]-, 811 m/z [M-H-phénol]-, 799 m/z ?, 781 m/z [799-phénol]-).  
 
Tableau 15 : Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C (HSQC) du mélange obtenu 
TT2/TT2’ avec les données de la littérature. (a) dans acétone-d6 
 
 (TT2’/TT2) (a)  Données de Li et al. [147] 
     trans-ε-viniférine 
      
 δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm)  δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm) 
        
        
1a - - -  - - - 
2a,6a 7.21d 8.5 127.4  7.21d 7 127.9 
3a,5a 6.85d 8.5 115.6  6.83d 7 116.0 
4a - - -  - - - 
7a 5.42d 5.3 93.4  5.44d 5.4 93.6 
8a 4.46d 5.3 56.5  4.46d 5.4 57.0 
9a - - -  - - - 
10a 6.25brs  106.4  6.24brs  106.8 
11a - - -  - - - 
12a 6.25brs  101.6  6.24brs  101.9 
13a - - -  - - - 
14a 6.25brs  106.4  6.24brs  106.8 
1b - - -  - - - 
2b, 6b ? ? ?  7.19d 7 128.4 
3b, 5b ? ? ?  6.74d 7 116.1 
4b - - -  - - - 
7b 6.78d 16.9 129.8  6.91d 16.2 129.9 
8b 6.65d 16.4 123.5  6.71d 16.2 123.2 
9b - - -  - - - 
10b - - -  - - - 
11b - - -  - - - 
12b 6.33brd 1.5 96.3  6.33d 2 96.6 
13b - - -  - - - 
14b 6.68d 2.1 103.9  6.77d 2 104 
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Les spectres RMN des protons et des carbones de ce mélange TT2/TT2’ nous 
indiquent la présence de l’ε-viniférine dans leur structure (tableau 15). 
L’ε-viniférine serait relié au reste de la molécule par le para-phénol juxtaposée à 
la double liaison. Ceci justifierait les différents déplacements chimiques mesurés 
des protons éthylèniques trans (6.78 et 6.65 ppm, J moyenne = 16.6 Hz ) par 
rapport à ceux de l’ε-viniférine (6.91 et 6.71 ppm, J = 16.2 Hz). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Malheureusement, la faible quantité obtenue et la proximité des temps de 
rétention de TT2 et TT2’ nous ont empêché de purifier les deux composés. 
 
Cependant, TT2 serait est un autre dérivé stilbènique constitutif du bois de vigne, 
qui peut être induit dans les feuilles lors d’une infection par P.viticola (figure 94). 
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Figure 95 : Partie de TT2/TT2’ commune avec la trans-ε-viniférine. 
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V-2-6 Biotests. 
 
Le mélange TT2/TT2’, la vitisine A et l’hopeaphénol ont été testés sur la mobilité 
des zoospores de P. viticola afin d’évaluer leur toxicité, mais aussi leur faculté de 
diminuer la capacité d’infection du parasite. 
Tous les composés isolés montrent une activité biologique réduisant plus ou 
moins fortement la mobilité des zoospores. 
En se basant sur les plus petites concentrations requises afin de diminuer le 
nombre moyen de zoospores mobiles d’une manière significative par rapport aux 
expériences témoins, nous pouvons estimer l’activité de ces quatre substances : 
 
Tableau 16 : Estimation des ED50 des composés et des fractions isolés. 
 
substances ED50 estimée (mM) 
  
  
TT2/TT2’ ≈ 0.001 
trans-ε-viniférine 0.01 - 0.001 
hopeaphénol 0.1 - 0.01 
vitisine A ≈ 1 
  
 
 
TT2/TT2’  >  trans-ε-viniférine  >  hopeaphénol  >  vitisine A 
 
La mesure l’activité de l’ε-viniférine constitue notre test positif, car c’est une des 
phytoalexines connues de la vigne ; le mélange de tétramères du resvératrol 
montre un effet biologique supérieur à celui de l’ε-viniférine, tandis que 
l’hopéaphénol et la vitisine A montrent moins d’éfficacité. 
En parvenant à séparer TT2 et TT2’, Il serait intéressant de savoir, par la suite, si 
ces tétramères montrent des activités comparables. 
Nous rappelons que ces composés sont des stilbènes ou des dérivès de 
l’oxydation du resvératrol, constitutifs de l’écorce du bois de vigne. Le resvératrol 
est considéré comme un précurseur des phytoalexines de la classe des stilbènes 
[33]. 
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Tableau 17 : Activité biologique des stilbènes et dérivés stilbèniques isolés des sarments de vigne sur la mobilité in vitro des zoospores de P. viticola. 
 
        
Stilbènes et dérivés du     Concentrations    
bois de vigne  10 mM 5 mM 1 mM 0.1 mM 0.01 mM 0.001 mM 
        
EXPERIENCE 1        
        
mélange TT2/TT2’  n.m. n.m. 0.0 ± 0.0 3.3 ± 0.6 3.3 ± 1.5 5.3 ± 2.1 
        
trans-ε-viniférine  n.m. n.m. 1.7 ± 2.1 4.3 ± 2.5 4.0 ± 1.7 10.3 ± 1.5 
        
Acétone  10.0 ± 2.7      
        
Eau  8.7 ± 3.1      
        
        
EXPERIENCE 2        
        
vitisine A  0.0 ± 0.0 3.7 ± 0.6 8.0 ± 2.9 9.5 ± 4.7 21.0 ± 5.3 n.m. 
        
hopeaphénol  0.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 6.5 ± 4.4 4.3 ± 3.6 15.3 ± 8.3 n.m. 
        
acétone  16.0 ± 4.0      
        
3 réplicants ; 1 ml de suspension de zoospores supplémenté de 10µL d’une solution acétonique ; 
n.m., non mesuré 
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Langcake et Pryce [33] ont montré également l’effet toxique de stilbènes sur la 
germination des spores de Botrytis cinerea et de P. viticola, leur effet inhibiteur 
sur la libération des zoospores de P. viticola à partir des sporanges et sur leur 
mobilité. Ceci est confirmé par les travaux de Pezet et al. [106]. 
 
V-2-7 Extraction, isolement et purification de composés 
constitutifs de l’écorce de Chasselas et Bronner. 
 
V-2-7-1 Première méthode. 
 
66g d’écorce de sarments de V. vinifera (variété Chasselas, fournis par la station 
fédérale de recherche de Changins – Agroscope) ont été broyés, séchés et 
extraits à froid par un système de solvant CH2Cl2/CH3OH, 1/1 (v/v), (2l). La phase 
d’extraction s’est opéré dans l’obscurité en deux étapes : agitation durant 10 min 
et macération durant 3 jours. Après filtration et évaporation des solvants, les 
résidus sont élués sur Séphadex LH20 (2x25 cm) (système éluant, 
CHCl3/CH3OH, 1/1 (v/v)). La visualisation du contenu des fractions s’opère par 
chromatographie sur couche mince (CCM, plaque de silicagel 60, F254, 
épaisseur : 0.1mm, sur feuille d’aluminium, Merck) avec le même système éluant, 
et révélation par l’acide sulfurique concentré dans du méthanol. La séparation sur 
Séphadex donne lieu à deux fractions principales : les fractions A (0.14≤ Rf ≤ 
0.52) et B (Rf = 0.14). 
La fraction B (Rf = 0.14) a été analysé par LC-APPI-MS dans les conditions 
chromatographiques des stilbènes. Un tétramère de resvératrol TT1 (1mg) est 
purifié par CCM, CHCl3/(H3C)2CO, 1/1 (v/v), et séchage sur MgSO4. 
La faction A est sèparée sur colonne ouverte de silice RP-18 (2x25cm, 32-63 
mesh, 60Å, ICN Biomedicals, Eschwege, Suisse) en 6 fractions (AI - AVI) par 4 
systèmes éluants différents (tableau 18). 
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Tableau 18 : Collection des fractions en phase inverse à partir de la fraction A. 
 
N° de fraction Volume de fraction Système éluant 
 (ml) CH3OH/H2O, v/v 
   
AI 100 1 / 1 
AII 50 6 / 4 
AIII 50 6 / 4 
AIV 50 7 / 3 
AV 50 7 / 3 
AVI 50 1 / 0 
   
 
 
La visualisation des fractions obtenues (AI – AVI) est faite par CCM 
(CHCl3/(H3C)2CO, 1/1 (v/v)) et la révélation à l’acide sulfurique concentré dans du 
méthanol. La trans-ε-viniférine (15mg) et le trans-resvératrol (5mg) sont obtenus 
à partir de la fraction AII sur une colonne de silice (32-63 mesh, 60Å, Brunschwig, 
Bâle, Suisse) avec un mélange CHCl3/(H3C)2CO, 8/2, (v/v) comme système 
éluant et séchés sur MgSO4. 
Du trans-resvératrol de chez Sigma-Aldrich (Buchs, Suisse) a été utilisé comme 
standard pour la LC-MS. 
Le tableau 19 présente la comparaison des données 1H- et 13C-RMN de la trans-ε-
viniférine isolée avec celles de Li et al. [147]. 
 
Les tétramères de resvératrol TT2 et TT2’ (10mg) sont obtenus à partir de la 
fraction AIV après purification par CCM et séchage sur MgSO4. 
La séparation des composés de la fraction AI a été effectuée par HPLC-DAD 
semi-préparative à l’aide d’une colonne Nucleosil C18, 250x8 mm, 100-7Å. Nous 
avons obtenu 4 fractions (AI1 – AI4). Seul AI2 permettra d’obtenir l’ampélopsine A 
(5mg) purifiée par CCM et séchée sur MgSO4. La fraction AI1, AI3 et AI4 
contiennent les mélanges présentés dans le tableau 20. 
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Tableau 19 : Comparaison de données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) dans 
acétone-d6. 
 
 trans-ε-viniférine isolée  Données de Li et al., [147] 
        
 δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm)  δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm) 
        
        
2a,6a 7.22d 8.6 127.5  7.21d 7.0 127.9 
3a,5a 6.85d 8.6 115.6  6.83d 7.0 116.0 
7a 5.43d 5.4 93.4  5.44d 5.4 93.6 
8a 4.50d 5.4 56.6  4.46d 5.4 57.0 
10a 6.25brs  106.4  6.24brs  106.8 
12a 6.25brs  101.4  6.24brs  101.9 
14a 6.25brs  106.4  6.24brs  106.8 
2b,6b 7.19d 8.6 127.5  7.19d 7.0 128.4 
3b,5b 6.76d 8.8 115.8  6.74d 7.0 116.1 
7b 6.93d 16.4 129.6  6.91d 16.2 129.9 
8b 6.74d 16.2 122.9  6.71d 16.2 123.2 
12b 6.34d 2.0 96.2  6.33d 2.0 96.6 
14b 6.75d 1.9 103,6  6.77d 2.0 104.0 
        
 
 
Tableau 20 : Mélanges obtenus par le fractionnement de AI par la méthode HPLC-DAD semi-
préparative. 
 
  
Fractions obtenues par 
HPLC préparative 
Contenu des fractions 
  
AI1 Catéchine et procyanidines 
  
AI3 Les tétramères de resvératrol TT3 et TT3’ 
  
AI4 Le trimère TR1 et tétramère TT4 de resvératrol 
  
 
 
V-2-7-2 Seconde méthode. 
 
117g d’écorce de sarments de V. vinifera (variété Chasselas, fournis par la 
station fédérale de recherche de Changins – Agroscope) ont été broyés, séchés 
et extraits à froid par un système de solvant CH2Cl2/CH3OH, 1/1 (v/v), (2l). La  
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phase d’extraction a été effectuée dans l’obscurité sous agitation (Labshaker, 
157 min-1) continue durant 2 jours. Après filtration et évaporation des solvants, 
nous avons obtenu, 170 mg d’extait brut, qui ont été directement fractionnés sur 
une colonne ouverte de silice (Brunschwig, 32-63, mesh, 60Å, 60x4 cm) éluée 
par un mélange CHCl3/(H3C)2CO, 7/3 (v/v). La visualisation des fractions a été 
effectuée par CCM (dans du CHCl3/(H3C)2CO, 4/6 (v/v)) et révélation par l’acide 
sulfurique concentré dans du méthanol. Les fractions dont les CCMs montrent 
des Rfs inférieurs à 0.44 (Rf des procyanidines) ont été rassemblées (fraction C), 
évaporées et solubilisées dans un petit volume de CHCl3/(H3C)2CO, 1/1 (v/v). Les 
autres fractions (Rfs > 0.45) ont été rassemblées (fraction D), évaporées et 
solubilisées dans un petit volume de CHCl3/(H3C)2CO, 1/1 (v/v). Ces fractions C 
et D sont ensuite déposées sur silice (Brunschwig, 32-63 mesh, 60Å, 68x1.5 cm) 
et éluées en deux temps avec premièrement, 100% de chloroforme, puis dans 
une seconde étape, un système S1. 
 
Préparation du système d’élution S1 : une solution (S) a été préparée en laissant décanter 
le mélange CHCl3/CH3OH/H2O (65/35/10, v/v/v) et en récupérant la phase inférieure. 
Ensuite, 1 volume de toluène est ajouté à 9 volumes de S avant de compléter le mélange 
obtenu par 2% du volume total avec de l’acide acétique. 
 
 
La visualisation des fractions a été opérée par CCMs au moyen d’un système de 
solvant S2 et révélation à l’acide sulfurique concentré dans du méthanol. 
 
Préparation du système d’élution S2 : 1 volume d’acétate d’éthyle est ajouté à 9 volumes de 
S avant de compléter le mélange obtenu par 2% du volume total avec de l’acide acétique. 
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Ceci a permis d’isoler de la fraction C, les tétramères de resvératrol TT3 (21mg) 
et TT3’ (39mg), puis de la fraction D, la trans-ε-viniférine (19mg). 
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V-3 Caractérisation de dérivés d’oxydation 
entre le trans-resvératrol et le trans-
pterostilbène. 
 
Identification du trans-resvépterol 
Jean-Denis J.B., Tabacchi R. and Pezet R.,  
Trans-resvepterol, a new dimeric stilbene identified in grapevine 
leaves infected by downy mildew, J. Agric. Food Chem., submitted. 
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V-3 Caractérisation de dérivés d’oxydation entre le trans-
resvératrol et le trans-pterostilbène. 
 
D’après les analyses LC-APPI-MSn, nous détectons deux composés qui montrent 
des propriétés spectroscopiques comparables à celles de la trans-δ-viniférine et 
de la trans-ε-viniférine, excepté leurs masse et temps de rétention. Ces résultats 
nous permettent de supposer la présence de deux hétérodimères de stilbènes, 
résultant d’une dimérisation oxydative entre le trans-resvératrol et le trans-
pterostilbène. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons entrepris leur 
synthèse afin de les identifier dans nos extraits de feuilles infectés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 96 : Chromatogramme UV (307 nm) d’un extrait de feuille de Chasselas infectée par 
P. viticola. Les flèches indiquent la présence de deux hétérodimères de 482 uma, X482 à 20.5 
min et Y482 à 24 min. 
Figure 97 : Spectres MS ([M-H] -, LC-APPI-MS) des composés X482 (A) à 20.5 min et 
Y482 (B) à 24 min. 
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Figure 98 : Spectres MS2 des trans-δ-viniférine, trans-ε-viniférine, X482 et Y482. 
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X482 et Y482 pésentent tout deux un spectre MS avec un pic quasi-moléculaire 
481 m/z en mode négatif ([M-H]-, figure 97). Les spectres MS2 sont semblables, 
dans la distribution des ions et de l’intensité des fragments, à ceux de la trans-ε-
viniférine et de la trans-δ-viniférine (figure 98). De plus, le spectre UV de X482 est 
très proche de celui de la trans-ε-viniférine. 
L’étude de la fragmentation MS2 nous permet de supposer la présence de 
dimères de resvératrol possédant deux groupes méthoxyles. Nous savons que la 
vigne peut induire dans ses feuilles lors d’une défense naturelle la production de 
pterostilbène (voir partie V-1 et partie V-4, [44]) possèdant deux groupes 
méthoxy. 
Pour confirmer ses suppositions, nous avons entrepris la synthèse de dimères 
hétérogènes entre le trans-resveratrol et le trans-pterostilbène par la voie 
enzymatique en utilisant la laccase présente dans un extrait de Botrytis cinerea. 
 
 
V-3-1 Caractérisation du trans-δ-resvépterol, trans-δ-
isoresvépterol et du δ-viniférinol. 
 
Figure 99 : Variation du 
profil UV du mélange 
réactionnel durant la 
synthèse enzymatique (voir 
partie V-3-3). 
Longueurs d’onde (nm) 
Absorbance 
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Nous obtenons un mélange d’homodimères et d’hétérodimères : la trans-δ-
viniférine (resvératrol-resvératrol, 453 m/z, [454-H]-), sa forme tétraméthoxylée 
(ptérostilbène-ptérostilbène, 509 m/z, [510-H]-) et deux hétérodimères 
(resvératrol-pterostilbène, 481 m/z, [482-H]-) dont un possèdant le même temps 
de rétention que Y482 (figures 99-103). 
Cependant, nous n’obtenons pas de trans-ε-viniférine, ni de composé ayant les 
mêmes caractéristiques spectroscopiques que X482. Ceci nous indique que 
seulement une certaine forme de couplage entre les stilbènes est privilégiée par 
la catalyse enzymatique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
trans-δ-viniférine 
A 
B 
Y482 
tétraméthoxy-
δ-viniférine 
Figure 100 : Chromatogrammes UV (307 nm) de feuilles de Chasselas infectées par P. viticola 
(A) et du mélange réactionnel résultant de la dimérisation enzymatique oxydative entre le trans-
resvératrol et le trans-pterostilbène (B). 
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Les structures moléculaires des nouveaux stilbènes, trans-δ-isoresvépterol et 
trans-δ-resvépterol sont représentées à la figure 103. 
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Figure 102 : Trans-δ-viniférine, 454 uma (A), 
trans-tétraméthoxy-δ-viniférine, 510 uma (B). 
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Figure 101 : LC-ESI-MS du 
mélange réactionnel, (A) 
chromatogramme UV à 307 
nm, (B) courant ionique 
453, 481 et 509 m/z. 
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Après avoir séparé et purifié les deux isomères de masse 482 uma, nous avons 
analysé leur spectre RMN (tableau 21). Cela nous a permis d’identifier pour la 
première fois le trans-δ-resvépterol et le trans-δ-isoresvépterol. 
L’analyse des données RMN du resvépterol et de l’isoresvépterol ainsi que la 
comparaison avec celles connues de la trans-δ-viniférine nous permet de 
localiser la position des groupes méthoxy (tableau 21) 
Seul le trans-δ-resvépterol est présent dans les feuilles infectées et correspond 
à Y482. Les caractéristiques chromatographiques et spectroscopiques des deux 
composés sont identiques (figure 104). 
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Figure 103 : Trans-δ-isoresvépterol (A) et trans-δ-resvépterol 
(B), deux isomères de 482 uma. 
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Figure 104 : Spectres MS2 (481 m/z) du trans-δ-resvépterol 
synthétisé (A) et détecté dans les feuilles infectées (B). 
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Tableau 21 : Comparaison des données spectroscopiques RMN de la δ-viniférine et des resvépterols synthétisés. (voir spectres des resvépterols en annexe) 
 
      
 trans-δ-resvépterol  trans-δ-viniférine  trans-δ-isoresvépterol 
               
 (ppm) δ 1H J (Hz) δ 13C   (ppm) δ 1H J(Hz) δ 13C   (ppm)  δ 1H J (Hz) 
               
1  - - 131.1  1  - - 131.2  1 - - 
2  7.48dd 8.2,1.9 128.1  2  7.45dd 8.3,1.7 128.2  2 7.46dd 8.4,1.9 
3  6.89d 8.4 109.7  3  6.88d 8.1 109.7  3 6.88d 8.4 
4  - - 160.2  4  - - 160.1  4 - - 
5  - - 131.1  5  - - 132.3  5 - - 
6  7.27brs  123.5  6  7.28brs  123.5  6 7.27brs  
7  7.23d 16.1 129.3  7  7.08d 16.4 128.5  7 7.07d 16.1 
8  7.02d 16.1 126.4  8  6.91d 16.6 126.7  8 6.91d 16.1 
9  - - 140.3  9  - - 140.4  9 - - 
10,14  6.76d 2.2 104.5  10,14  6.55d 2.1 105.4  10,14 6.54d 2.2 
11,13  - - 161.6  11,13  - - 159.1  11,13 - - 
12  6.38t 2.2 99.8  12  6.27t 2.0 102.1  12 6.27t 2.2 
1b  - - 131.8  1b  - - 132.1  1b - - 
2b,6b  7.26d 8.4 128.1  2b,6b  7.26d 8.4 127.9  2b,6b 7.26d 8.4 
3b,5b  6.87d 8.6 115.7  3b,5b  6.88d 8.1 115.7  3b,5b 6.87d 8.6 
4b  - - 158.0  4b  - - 158.0  4b - - 
7b  5.48d 8.2 93.6  7b  5.47d 8.0 93.5  7b 5.48d 8.3 
8b  4.49d 8.2 57.4  8b  4.49d 8.1 57.5  8b 4.49d 8.2 
9b  - - 144.6  9b  - - 144.7  9b - - 
10b,14b  6.22d 2.2 107.0  10b,14b  6.21d 2.2 106.9  10b,14b 6.43d 1.9 
11b,13b  - - 159.3  11b,13b  - - 159.2  11b,13b - - 
12b  6.30t 2.2 101.9  12b  6.29t 2.2 101.9  12b 6.45t 1.9 
(-OCH3)2  3.81s  55.1  (-OCH3)2 - - - -  (-OCH3)2 3.81s  
               
 
 
 
V- Résultats et Discussion. V-3 Produits d’oxydation de stilbènes 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 168 
 
Tableau 22 : Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du trans-δ-viniférine. 
(acétone-6) 
    
Attribution δ  1H (ppm) δ  13C (ppm) HMBC (ppm) 
    
    
1 - 131.2 - 
2 7.45dd 128.2 123.5, 128.2, 160.1 
3 6.88d 109.7 128.2, 132.3 
4 - 160.1 - 
5 - 132.3 - 
6 7.28brs 123.5 160.1 
7 7.08d 128.5 123.3, 140.4 
8 6.91d 126.7 105.4, 131.2 
9 - 140.4 - 
10,14 6.55d 105.4 102.1, 105.4, 126.7, 159.1 
11,13 - 159.1 - 
12 6.27t 102.1 nd. 
1b - 132.1 - 
2b,6b 7.26d 127.9 158.0, 93.5 
3b,5b 6.88d 115.7 132.1 
4b - 158.0 - 
7b 5.47d 93.5 127.9, 144.7 
8b 4.49d 57.5 93.5, 106.9, 132.1, 160.1 
9b - 144.7 - 
10b,14b 6.21d 106.9 57.5, 101.9, 106.9, 159.2 
11b,13b - 159.2 - 
12b 6.29t 101.9 106.9, 159.2 
    
 
Les spectres HMBC et HSQC de la trans-δ-viniférine nous permettent de repérer 
l’emplacement de certains carbones quaternaires dont la désignation restaient 
encore incertaines [148,125]. Nous avons pu attribuer les carbones 1, 4 et 5 (δ 
131.2, 160.1 et 132.3 ppm, respectivement). Les données HMBC nous 
confirment que le proton porté par le carbone éthylénique 7 voit 
préférentiellement, le carbone 6 plutôt que carbone 2 (figure 105, tableau 22). 
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Figure 105 : Représentation 
structurale de la trans-δ-
viniférine proposée à partir 
des données HMBC. 
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Tableau 23 : Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du trans-δ-resvépterol 
(acétone-d6). 
    
Attribution δ  1H (ppm) δ  13C (ppm) HMBC (ppm) 
    
    
1 - 131.1 - 
2 7.48dd 128.1 123.5 
3 6.89d 109.7 131.1 
4 - 160.2 - 
5 - 131.1 - 
6 7.27brs 123.5 160.2 
7 7.23d 129.3 140.3, 128.1 
8 7.02d 126.4 104.5 
9 - 140.3 - 
10,14 6.76d 104.5 99.8, 104.5, 126.4 
11,13 - 161.6 - 
12 6.38t 99.8 nd. 
1b - 131.8 - 
2b,6b 7.26d 128.1 158.0 
3b,5b 6.87d 115.7 131.8 
4b - 158.0 - 
7b 5.48d 93.6 128.1 
8b 4.49d 57.4 131.8, 107.0 
9b - 144.6 - 
10b,14b 6.22d 107.0 57.4, 101.9, 107.0 
11b,13b - 159.3 - 
12b 6.30t 101.9 107.0 
(-OCH3)2 3.81s 55.1 161.6 
    
 
 
Les résultats du spectre HMBC du trans-δ-resvépterol nous permettent 
d’assigner la position des différents carbones quaternaires. Seuls les carbones 
9b, 11b et 13b donnent lieu à de faibles signaux de corrélations hétéronucléaires 
3J (1H-13C). Nous les avons identifiés grâce aux spectres 13C-RMN, DEPT 135 et 
à l’analyse de la RMN de la δ-viniférine. 
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Figure 106 : Représentation 
structurale de la trans-δ-
resvépterol proposée à partir 
des données HMBC. 
V- Résultats et Discussion. V-3 Produits d’oxydation de stilbènes 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 170 
 
 
Nous n’avons pas pu établir les spectres 13C-RMN de l’isoresvépterol, à cause de 
la faible quantité purifiée. 
 
Les structures proposées précédemment font abstraction des configurations 
absolues des carbones aliphatiques 7b et 8b. Nous savons cependant par la 
littérature que d’une part, la trans-δ-viniférine possède des carbones aliphatiques 
de configuration SS [126,129], d’autre part, la configuration trans des centres 
chiraux est confirmée par les constantes de couplage (J = 8.2 Hz) entre les 
protons sur les carbones 7b (δ 5.48 ppm) et 8b (δ 4.49 ppm) (figure 107). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 107 : Configuration absolue S,S des carbones aliphatiques de la trans-δ-
viniférine (A), du trans-δ-resvépetrol (B) et du trans-δ-isoresvépterol (C). 
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Un autre composé a été détecté dans le mélange réactionnel. Par LC-ESI-MS en 
mode négatif, il est élué à 6.2 min (programme "stilbènes") et possède une 
masse de 472 uma (471 m/z, [472-H]-). 
Nous l’avons appelé δ-viniférinol car il présenterait un degré d’oxydation 
supérieur à celui de la trans-δ-viniférine, avec 18 uma (H2O) de plus et une 
polarité plus importante (élution avec eau/acétonitrile 70/30, v/v). Ses spectres 
MS et MSn (figure 108) nous permettent d’établir qu’il provient de la dimérisation 
oxydative entre deux monomères de resvératrol car nous ne trouvons pas de 
fragments indiquant la présence de méthyles. Son spectre UV possède un 
maximum d’absorbtion autour de 280 nm, ce qui nous permet d’établir l’absence 
d’aromaticité dans la molécule autre que celle des groupes phénols, d’où la perte 
des doubles liaisons des monomères. 
Nous avons observé que le δ-viniférinol se trouve induit également dans les 
feuilles de vigne infectées. 
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Figure 108 : Données spectrales UV (A), MS (B), 
MS2 (C) et MS3 (D) du δ-viniférinol. 
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Il nous reste à établir la structure de cette molécule par RMN-2D. 
Le δ-viniférinol n’est pas reporté dans la littérature, Cichewicz et al. [126] ont 
identifié deux molécules, les restrysols A et B, possédant une masse de 472 uma 
et résultantes de la dimérisation oxydative in vitro du trans-resvératrol par une 
souche de Botrytis cinerea (ATCC 11542) (figure 109A et 109B). 
Nous proposons la structure (figure 109C) pour le trans-ε-resvépterol, 
correspondant au composé X482, que nous avons détecté dans les feuilles de 
Chasselas infectées. Nous n’avons pas pu l’obtenir in vitro à partir d’extrait 
enzymatique de B. cinerea, mais sa synthèse pourrait probablement être réalisée 
en procédant au couplage oxydatif du resvératrol et du ptérostilbène par un 
système peroxidase/H2O2 [149] ou par FeCl3•6H2O dans du méthanol [150]. 
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Figure 109 : Restrysols A (A) et B (B), structure proposée pour le trans-ε-
resvépterol (C) ; Spectre UV du (X482) trans-ε-resvépterol (D). 
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La présence de δ- et ε-resvépterol dans les feuilles de vigne peut être expliquée 
par la biotransformation du resvératrol et du pterotilbène par leurs peroxydases 
(EC 1.11.1.7) en cas d’infection. Les peroxidases, selon Barcelo et al. [151] et 
Welinder et al. [152], sont subdivisés en 3 classes (tableau 24). 
 
Tableau 24 : Répartition structurale de la grande famille des peroxidases (1.11.1.7), selon 
Barcelo et al. [151] et Welinder et al. [152]. 
 
   
Classe I Classe II Classe III 
   
   
Peroxidases chloroplastiques 
(plante supérieure) 
 
Peroxydases cytosoliques -
ascorbate dépendante (plante 
supérieure) 
Peroxydases fongiques 
sécrétées – glycoprotéines 
manganèse dépendante) 
Peroxydases végétales 
sécrétées : glycoprotéines 
localisées dans les 
vacuoles et la paroi 
cellulaire) 
 
   
Peroxydases bactériennes   
   
Peroxidase mitochondriale - 
cytochrome c dépendante 
(levure) 
  
   
 
 
 
Les peroxydases de la vigne appartenant à la classe III sont classées suivant leur 
point isoélectrique (pI). La classe des peroxydases basiques (9,2 < pI < 11,0) est 
reconnue comme un marqueur constitutif de la défense de la vigne [149,151]. 
Elles ont été mises en évidence dans les vacuoles et les parois cellulaires 
[149,153]. Hoos et Blaich [154] ont été les premiers à démontrer la dimérisation 
du resvératrol par les peroxidases à partir de cultures cellulaires de V. vinifera. 
Calderon et al. [155] ont établis l’implication d’isoperoxydases constitutives et 
induites dans la biosynthèse de viniférines à partir de 4-hydroxystilbène au 
niveau des feuilles de vignes infectées par P. viticola. 
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Figure 110 : Formations des espèces radicalaires ER1-5 (R•) à partir du 
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Figure 110 : Formation des formes actives (Co I et Co II) de la peroxydase P, 
responsables de la formation des espèces radicalaires ER•. 
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En accord avec Rasmussen et al. [156], Pedreno et al. [149] proposent un 
mécanisme réactionnel conduisant aux trans-δ- et trans-ε-viniférines à partir du 
trans-resvératrol. Sur la base de ce mécanisme, nous proposons à notre tour un 
mécanisme réactionnel expliquant la formation des resvépterols et des viniférines 
à partir du trans-pterostilbène et du trans-resvératrol (figures 110-112). 
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Figure 112 : Association des différentes espèces radicalaires à l’origine des 
viniférines et des resvépterols. 
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V-3-2 Biotests. 
 
Il nous semble intéressant d’examiner l’activité biologique des nouveaux 
composés, le trans-δ-resvépterol et le δ-viniférinol, mis en évidence dans la 
feuille de vigne infectée sur la motilité des zoospores de P. viticola. Les résultats 
sont présentés dans le tableau 25 où leur effet est comparé à ceux des trans-δ- et 
trans-ε-viniférines, phytolalexines actives contre P. viticola [106]. 
 
Tableau 25 : Evaluation sous microscope optique de la motilité des zoospores de P. viticola 
Chaque valeur représente le nombre moyen de zoospores mobiles compté sur une surface de 0.11 
mm2 durant 1 minute (3 réplicats). 
 
       
Stilbènes et        
dérivés  1 mM 0.1 mM 0.01 mM 0.001 mM ED50 
estimée 
      (mM) 
       
       
δ-viniférinol  4.3 ± 3.1 11.3 ± 3.8 6.3 ± 3.2 6.0 ± 1.7 ≈ 1 
trans-ε-viniférine  1.7 ± 2.1 4.3 ± 2.5 4.0 ± 1.7 10.3 ± 1.5 0.01-0.001 
trans-δ-viniférine  1.0 ± 1.0 4.7 ± 3.5 1.7 ± 1.2 6.0 ± 2.6 0.01-0.001 
trans-δ-resvépterol  0.0 ± 0.0 2.3 ± 2.5 2.0 ± 1.0 6.7 ± 2.2 0.01-0.001 
       
témoin + eau  8.7 ± 3.1    - 
témoin + acétone  10.0 ± 2.7    - 
       
 
 
 
D’une manière générale, l’ensemble des composés du tableau 25 semble affecter 
plus ou moins la mobilité des zoospores (MZ). Nous montrons, de ce fait, une 
activité toxique de ces stilbènes sur les zoospores. Cela prouve que ces 
composés seraient capables de réduire l’efficacité infectueuse de P. viticola dans 
la feuille infectée. 
V- Résultats et Discussion. V-3 Produits d’oxydation de stilbènes 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 177 
 
Malgré une faible tendance de diminution de la MZ par le δ-viniférinol aux 
concentrations 0.001, 0.01 et 1mM, nous ne notons pas vraiment de différences 
statistiquement significatives par rapport aux témoins. Par contre, nous 
remarquons que les viniférines (témoins positifs) ainsi que le resvépterol 
réduisent nettement la population de zoospores mobiles. Seul les δ-viniférine et 
δ-resvépterol permettent de réduire significativement la MZ pour une faible 
concentration de 0.01 mM. Le resvépterol semble la substance la plus active sur 
la MZ aux concentrations 0.1 et 1 mM par rapport aux viniférines. 
Le δ-resvépterol peut être considéré comme une phytoalexine de la vigne 
permettant à celle-ci de se défendre contre le développement de P. viticola et de 
ses conséquences. 
 
Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par Pezet et al. [106] et 
Langcake et al. [157]. De plus, nous savons que le ptérostilbène a un effet 
beaucoup plus toxique sur la MZ que le resvératrol. La trans-δ-viniférine et le 
pterostilbène ont été décrit comme les stilbènes les plus efficaces parmi les 
phytoalexines de la vigne [106]. Langcake et Pryce [33] ont testé l’effet du 
resvératrol, de l’ε-viniférine et de la δ-vinférine (encore inconnue en tant que 
phytoalexine de la vigne) sur le relarguage des zoospores à partir des sporanges 
en suspension. Ils ont montré également la meilleure efficacité du déhydrodimère 
du resvératrol (δ-viniférine) par rapport aux autres stilbènes. 
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 V-3-3 Protocole de synthèse du trans-δ-resvépterol. 
 
Le trans-resvératrol est d’origine commerciale (Sigma-Adrich). Le trans-
pterostilbène à été obtenu par déacétylation, par du thiophenol dans du DMF 
[158], du trans-ptérostilbène acétylé, synthétisé par Pont V. et Pezet R. et fourni 
par l’Agroscope de Changins. 
 
-Préparation du trans-pterostilbène (trans-3,5-diméthoxy-4’-hydroxystilbene): 
Un mélange de trans-pterostilbène acétylé (628 mg, 2 mmol), de thiophénol (220 
mg, 0.205 ml, 2 mmol) et de K2CO3 (13.8 mg, 0.1 mmol) dans du DMF (2.5 ml) a 
été chauffé à reflux pendant 30 min sous azote. Le mélange réactionnel refroidi 
est rendu basique avec du NaOH 5% aqueux (25 ml) et extrait avec de l’éther 
diéthylique (2 x 15 ml). La phase aqueuse est ensuite acidifiée par une solution 
d’HCl 6N dans un bain de glace puis est extraite avec de l’éther diéthylique (3 x 
15 ml). Les phases organiques combinées sont lavées avec une solution saturée 
de NaHCO3 (2 x 15 ml) et séchées (Drierite ®). Le trans-pterostibène est purifié 
sur une colonne de silice (1 x 42 cm, 32-63 mesh, 60 Å) éluée par 
Hexane/Toluène/EtOAc, 7/2/2 (v/v/v), rendement = 44%, (Rf = 0.2). Les données 
RMN sont présentés dans les tableaux 27 et 28; (GC-MS) m/z 256 [M+](100), 
240(20), 225(35), 210(20), 180(20), RT: 21.5 min. 
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Tableau 26 : Données RMN-1H et RMN-13C (400 et 100 MHz rescpectivement) du ptérostilbène 
acétylé dans l’acétone-d6. 
 
 trans-4-O-acétoxy-3,5-diméthoxystilbène 
        
 δ1H (ppm) J (Hz) δ13C (ppm)  Corrélation HMBC 
        
        
1 - - 135.4   
2,6 7.63d 8.5 127.7  151.0, 127.7, 128.4 
3,5 7.14d 8.7 122.4  135.4, 122.4  
4 - - 151.0   
7 7.28d 16.4 128.4  139.8, 128.4, 127.7 
8 7.17d 16.4 129.2  135.4, 104.9 
9 - - 139.8   
10,14 6.80d 2.3 104.9  161.6, 129.2, 104.9, 100.2 
11,13 - - 161.6   
12 6.44t 2.3 100,2  161.6, 104.9 
-(OCH3)2 3.83s - 55.1  161.6 
CO-CH3 2.27s - 20.5  169.1 
CO-CH3 - - 169.1   
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Figure 113 : Structures et corrélations HMBC du trans-pterostilbène (A) et de son dérivé 
acétylé (B). 
OCH3
O
HO
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H2C
H  
A B 
V- Résultats et Discussion. V-3 Produits d’oxydation de stilbènes 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 180 
 
Tableau 27 : Comparaisons de nos résultats avec ceux de la littérature, RMN-1H (400MHz) et 
RMN-13C (100 MHz) dans l’acétone-d6. 
 
 trans-pterostilbène déacétylé   Litt. Perret [148] 
         
 δ1H 
(ppm) 
J (Hz) δ13C 
(ppm) 
Corrélation HMBC  δ1H 
(ppm) 
J (Hz) δ13C 
(ppm) 
         
         
1 - - 129.4   - - 128.8 
2,6 7.46d 8.4 128.3 157.8  7.45d 8.6 127.8 
3,5 6.88d 8.5 116.0 129.3  6.86d 8.6 115.4 
4 - - 157.8   - - 157.3 
7 7.19d 16.3 129.3 140.4, 128.3, 126.1  7.18d 16.4 ? 
8 6.99d 16.3 126.1 104.5, 129.4  6.99d 16.4 125.5 
9 - - 140.4   - - 139.9 
10,14 6.75d 2.3 104.5 161.6, 126.1, 104.5, 99.6  6.73d 2.2 104.0 
11,13 - - 161.6   - - 161.1 
12 6.40t 2.2 99.6 161.6, 104.5, 99.6  6.38t 2.2 99.1 
-(OCH3)2 3.81s - 55.1 161.6  3.82s - 54.6 
OH 8.59s        
         
 
 
 
- Synthèse et isolement du trans-δ-resvépterol : 
Deux solutions acétoniques de trans-resvératrol (10ml, 5mg.ml-1) et de trans-
pterostilbène (10ml, 5 mg.ml-1) sont mélangées à de l’eau ultra pure (1 l, eau 
MilliQ, 30°C, dans l’obscurité), puis l’ensemble est mis sous agitation. 
Un extrait enzymatique de Botrytis cinerea (souche standard P69, 3 ml, activité 
de 28.3 mmol.min-1.10 ml-1, fourni par l’Agroscope, Changins, Suisse) est ajouté 
au mélange réactionnel. Le suivi de la réaction enzymatique a été effectuée à 
l’aide d’un spectrophotomètre à barette de diode (DAD, Hewlett Packard 8452A, 
190 – 400 nm). Après 80 min, le mélange est extrait à l’acétate d’éthyle (3 x 200 
ml). Les phases organiques sont combinées, séchées (Drierite ®), évaporées, 
dissoutes dans un mélange de solvant H2O/CH3OH 7/3 (v/v) et déposées sur  
 
V- Résultats et Discussion. V-3 Produits d’oxydation de stilbènes 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 181 
 
 
 
colonne ouverte de silice RP18 (2 x 21 cm). 7 fractions (tableau 29) sont 
obtenues. 18 mg de trans-δ-vinférine ont été obtenus à partir de la fraction A5. Le 
trans-δ-resvépterol, le trans-δ-isoresvépterol et la trans-tétraméthoxy-δ-viniférine 
ont été obtenus à partir de la fraction méthanolique A7, qui ensuite, a été éluée 
sur une colonne de silice (32-63 mesh, 60 Å, 2 x 42 cm) avec un mélange 
d’acétate d’éthyle/toluène/cyclohexane, 4/2/4 (v/v/v). 8.3 mg, 10 mg, 13.6 mg 
respectivement de trans-δ-resvépterol, de trans-δ-isoresvépterol et de trans-
tétraméthoxy-δ-viniférine sont obtenus. Leur pureté a été vérifiée par LC-APPI-
MS (méthode "stilbènes", voir partie IV-3). 
 
 
Tableau 28 : Fractionnement du mélange réactionnel sur silice RP-18. 
 
N° de fraction Volume de 
fraction (ml) 
Système éluant 
CH3OH/H2O (v/v) 
   
   
A1 50 3 / 7 
   
A2 50 3 / 7 
   
A3 50 1 / 1 
   
A4 50 1 / 1 
   
A5 50 7 / 3 
   
A6 50 7 / 3 
   
A7 50 1 / 0 
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V-4 Nouvelle méthode de synthèse du trans-
pterostilbène par une double réaction de Heck 
catalysée par le bis(benzonitrile)dichoropalladium. 
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V-4 Nouvelle méthode de synthèse du trans-pterostilbène par une 
double réaction de Heck catalysée par le 
bis(benzonitrile)dichoropalladium. 
 
 
Afin de pouvoir synthétiser une plus grande quantité de δ-resvépterol et en vue 
de la synthèse enzymatique de l’ε-resvépterol, nous nous sommes intéressés à 
la synthèse d’un de leurs précurseurs, le trans-pterostilbène 
 
De nombreuses méthodes permettent de synthétiser le trans-ptérostilbène : à 
partir du trans-resvératrol par une méthylation partielle ([159], rendement 11 %) 
ou à partir d’autres précurseurs nécessitant un moyen de coupler un phényle à 
une oléfine (tableau 29). Nous avons voulu allier régiosélectivité et 
stéréosélectivité lors du couplage de manière à obtenir préférentiellement le 
trans-ptérostilbène avec un rendement convenable. 
 
Tableau 29 : Quelques références concernant la synthèse du resvératrol ou du ptérostilbène. 
 
   
Références Types de réaction Rendements 
   
   
Guiso et al., [160] ; Jeffery et Ferber, 
[161] ; Ferré-Filmon et al., [162]. 
Heck (trans-resvératrol) 70-83 % 
   
Lion et al., [163] Horner-Wadsworth-Emmons 83 % 
   
Polunin et al., [164]. Aldolisation (trans-resveratrol) 50% 
   
Pezet et Pont, [58] ; Perret C., [148] ; 
Solladié G. et al., [165] 
Perkins (trans-pterostilbène et 
trans-resvératrol) 
44 % 
   
Orsini et al., [166,167], Polunin et al., 
[164]. 
Wittig (trans-resvératrol) 32 % 
   
Rimando et al., [159] Méthylation partielle (trans-
pterostilbène) 
11% 
   
Eddadir et al., [168] ; Ferré-Filmon et al., 
[162]. 
Susuki (trans-resveratrol et 
trans-stilbenes analogues) 
? % 
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Figure 114 : Stratégie de synthèse du trans-ptérostilbène par double réaction de 
Heck. 
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Nous avons obtenu le trans-pterostilbène à partir d’une double réaction de Heck 
"One Pot" avec un rendement global de 11% suivant le schéma de la figure 114. 
La protection et déprotection par un groupe méthoxyméthyl de l’hydroxyle du 1-
hydroxy-4-iodobenzène nous a permis d’avoir une stèréosélectivité trans de 98%. 
La synthèse du trans-resvératrol par Jeffery et Ferber [161] nous a servi de 
canevas (figure 115). Des modifications y ont été apportées au niveau du 
système catalytique, de la protection/déprotection du groupe hydroxyl du p-4-
iodophénol afin de préserver en fin de réaction les méthoxy de la partie 3,5-
diméthoxyphényl de la molécule finale. 
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0.04 / 3 / 2 équivalents, respect. 
Figure 115 : Synthèse du trans-resvératrol 
par Jeffery et Ferber [161]. 
 
 Pd(dba)2 : 
bis(dibenzylideneacetone)Palladium 
 
 Modifications apportées 
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La réaction de Heck permet d’une part, l’insertion d’une oléfine sur un groupe 
phényl et d’autre part, une sélectivité dominante pour la configuration trans de la 
double liaison lorsque ce groupe allyl néoformé se fixe sur un autre phényl. Cette 
réaction est, à la base, une substitution vinylique catalysée par le palladium (0). 
Ziegler et Heck [169] montrent que le rendement de couplage, catalysé par le 
Pd(0) est plus élevé lorsque l’on utilise des phénols ou dérivés phénoliques 
iodés. 
 
Le bis(benzonitrile)dichloropalladium, PdCl2(NCPh)2, a été choisi comme 
catalyseur. Kostas et al. [170] augmentent son effet catalytique sur des réactions 
de type Heck en y fixant différents ligands. Ils montrent aussi qu’ils obtiennent les 
plus bas rendements pour le couplage entre un styrène et un bromobenzène 
possédant en position 4 des groupes donneurs d’électrons. Nous aurions peut-
être dû utiliser le catalyseur utilisé par Jeffery et Ferber [161], le 
bis(dibenzylideneacetone)palladium, Pd(dba)2, avec lequel ils ont obtenu un 
grand rendement de la réaction de couplage (72-94%). Ceci nous montre à quel 
point les ligands du palladium (0), par leur structure chimique, conditionnent la 
réactivité du palladium dans les réactions d’addition oxydante (figure 116). 
 
Les proportions respectives des sels de n-tétrabutylammonium et de potassium, 
deux et trois équivalents, ont été choisi d’après la méthode de Jeffery et Ferber 
[161]. Ces sels ont un rôle dans la régénération du palladium (0). Selon Jeffery 
[171,172], ces sels jouent un rôle important dans la catalyse de la désylilation, 
(l’élimination du triméthylsilyl après l’insertion de l’oléfine sur la p-méthoxyméthyl-
iodophénol). 
V- Résultats et Discussion. V-4 Nouvelle méthode de synthèse du ptérostilbène 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 188 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les figures 116 et 117 présentent des propositions de mécanismes pour les deux 
étapes catalytiques des insertions d’oléfines lors de notre double réaction de 
Heck catalysée par Pd(0). 
Nous avons obtenu un rendement de couplage de 35% avec 0.34 g de produits 
méthoxyméthylés (MOM) formés, dont 4’-méthoxyméthyl-trans-pterostilbène 
(MOM1, 32.2%), 4’-méthoxyméthyl-cis-pterostilbène (MOM2, 37.1%) et 4’-
méthoxyméthyl-vinyl-pterostilbène (MOM3, 11.7%). 
Figure 116 : Mécanisme réactionnel proposé pour la première étape catalytique de la 
synthèse du trans-pterostilbène. 
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La GC-EI-MS nous permet de constater que MOM1 et MOM2 présentent une 
fragmentation similaire par rapport à MOM3 (tableau 21). MOM1 disparaît par la 
suite au profit du trans-pterostilbène lors de l’étape de déméthoxyméthylation. 
Ceci nous permet d’identifier nos produits présentés à la figure 118. 
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Figure 117 : Mécanisme réactionnel proposé pour la deuxième étape catalytique de la 
synthèse du trans-pterostilbène. 
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  m/z 
         
  [M]+ [M-H2CO]+ ? [M-MOM]+ ? [M-MOM-CH3]+ ? 
         
  300 270 269 255 254 240 238 
         
MOM1  100 31 - 52 - 54 - 
         
MOM2  100 65 16 37 9 22 6 
         
MOM3  70 29 100 12 41 5 25 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Selon Jeffery [171-174], le choix approprié d’un système catalytique contenant le 
Pd(0) et des sels de tétraalkylammonium ou d’argent peut non seulement diriger 
la régiosélectivité de l’insertion de l’oléfine au cours des réactions de Heck, mais 
également augmenter le rendement de ces réactions. 
 
Le faible rendement de 35% obtenu peut être expliqué du fait que nous n’avons 
pas optimisé le système catalytique. Une étude supplémentaire permetterait 
Tableau 30 : Intensités relatives des signaux m/z des produits MOM obtenus ayant 
une masse de 300 uma (GC-EI-MS). 
MeO
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Figure 118 : Produits de la réaction de couplage de Heck.  
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d’améliorer ce rendement avec des proportions adéquates de sels et le choix 
d’un complexe palladium plus efficace. 
Nous avons cependant montré que l’obtention du trans-pterostilbène par notre 
méthode demeure possible et que l’optimisation de cette réaction "one pot" 
promet une stéréosélectivité maximale tout en préservant une bonne 
régiosélectivité. 
 
V-4-1 Protection/déprotection par méthoxyméthylation. 
 
L’hydroxyle libre du p-iodophénol doit être protégé pour qu’il ne puisse pas 
désactiver le complexe catalytique du palladium dans les couplages de Heck. 
Nous avons choisi de procéder à l’étape de déprotection sur le mélange complet, 
comprenant MOM1, MOM2 et MOM3, sur gel de silice additionné de NaHSO4 
hydraté [175] permettant une déprotection sélective de l’hydroxyle en position 4 
du trans-ptérostilbène (Figure 119). Nous savons que la rupture d’un éther de 
MOM peut s’effectuer dans des milieux très acides (utilisant HCl, BBr3, p-TsOH, 
…), mais ces conditions peuvent affecter d’autres groupes fonctionnels tels que 
les groupes méthoxylés.  
 
 
Tableau 31 : Résultats obtenus par GC-EI-MS,  
(*) le cis-pterostilbène peut être obtenu par photoisomérisation à partir du standard de trans-pterostilbène. 
 
     
  trans-pterostilbène cis-pterostilbène (*) vinyl-pterostilbène 
     
     
Temps de rétention, GC-
EI-MS (prog 1) en minutes 
 21.3 18.9 20.5 
     
Proportions obtenues (%)  98 1 1 
     
Principaux signaux m/z 
(intensité relative) 
 256(100), 240(17), 
225(35), 210(18) 
256(100), 240(15), 
225(35), 210(20) 
256(100), 226(87), 
211(35) 
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A notre grande surprise, le trans-ptérostilbène (90 mg, 11% de rendement global) 
a été le produit principal parmi les trois composés attendues dans notre mélange 
réactionnel, formé à partir de MOM1 (tableaux 31 et 32). 
 
L’obtention de 98% de trans-pterostilbène, parmi les trois structures attendues, 
peut être expliqué par les encombrements stériques entre les groupes 
méthoxylés et méthoxyméthylés (figure 120). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
  δ  1H (ppm) J (Hz) δ  13C (ppm) HMBC (ppm) 
      
      
1  - - 130.6 - 
2,6  7,46d 8.7 128.3 129.3, 159.1 
3,5  6.86d 8.7 115.9 130.6, 115.9 
4  - - 159.1 - 
7  7.19d 16.3 129.3 141.7 
8  6.99d 16.3 126.0 130.6, 104.5 
9  - - 141.7 - 
10,14  6.74d 2.2 104.5 162.9, 126.0 
11,13  - - 162,9 - 
12  6.39d 2.2 99.6 162.9, 104.5 
-(OCH3)2  3.82s - 55,1 - 
      
 
Tableau 32 : Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du trans-pterostilbène. 
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Figure 119 : Attribution des carbones et 
des protons du trans-pterostilbène. 
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vinyl-pterostilbène méthoxyméthylé 
 
trans-pterostilbène méthoxyméthylé 
Figure 120 : Représentation 3D des 
produits méthoxyméthylés de la double 
réaction de Heck (Dessins créés avec 
le logiciel "Imol" sur Macintosh). 
 
 
 Zone d’encombrement 
 stérique 
 
cis-pterostilbène méthoxyméthylé 
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V-4-2 Discussion sur l’origine du pterostilbène dans la plante. 
 
Le ptérostilbène a été tout d’abord mis en évidence en tant que phytoalexine 
produite par les feuilles de vigne en réponse à un stress biotique ou abiotique par 
Langcake et al. [44]. Pezet et Pont [58] l’ont mis en évidence dans les baies 
saines de raisin. De récents travaux montrent son effet inhibiteur sur la mobitité in 
vitro des zoospores de P. viticola [106]. 
Rappelons que nous avons montré (voir partie V-1) que ce composé est 
seulement détectable dans les feuilles de vigne après infection par P.viticola, 
mais demeure non induit après irradiation UV. Sa voie de biosynthèse est mal 
connue. Il se pourrait qu’il dérive du trans-resvératrol en subissant des 
méthylations d’une manière régiospécifique. Nous connaissons, dans la voie de 
biosynthèse des lignines, des méthyltransférases capable de méthyler 
uniquement les fonctions hydroxyles en position 3 ou 5 [176,177]. En sachant 
que la vigne accumule également, au niveau des sites d’infection, des lignines 
(révélation par coloration au phloroglucinol), cette hypothèse pourrait être 
confirmé par l’étude de l’expression des gènes codant pour ces enzymes, dont 
une ou plusieurs isoformes seraient responsables de l’accumulation du trans-
ptérostilbène dans la feuille infectée. Deux enzymes impliquées dans la 
lignification semblent intéressantes (figure 121): la cafféoyl CoA-3-O-
méthyltransférase (EC 2.1.1.104), et la cafféate 3-O-méthyltransférase (EC 
2.1.1.68). Nous proposons donc une voie de biosynthèse du trans-ptérostilbène à 
partir de la biotransformation du trans-resvératrol par ces deux enzymes, tellle 
qu’elle se ferait dans les feuilles infectées (figure 122). 
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Figure 121 : Implication de la cafféoyl-CoA 3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.104) et de la 
cafféate 3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.68) dans la lignification. [176,177] 
V- Résultats et Discussion. V-4 Nouvelle méthode de synthèse du ptérostilbène 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 196 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nous pensons que le trans-pterostilbéne pourrait être le produit d’une action 
combinée entre stilbène synthases (STS) et 3-O-méthyltransférases (OMT) dans 
la feuille infectée. En 1997, des travaux ont déjà révélé l’implication et l’induction 
simultanée de ces deux familles de gènes sur des suspensions cellulaires de V. 
vinifera (cv. Gamay) traitées par des levures, inducteurs biotiques du système de 
défense [178]. 
EC 2.1.1.104
EC 2.1.1.68
OH
HO OH
OH
HO OCH3
OH
H3CO OCH3  
Figure 122 : Implications potentielles de la cafféoyl-CoA 3-O-
méthyltransférase (EC 2.1.1.104) et de la cafféate 3-O-méthyltransférase (EC 
2.1.1.68) dans la biotransformation du resvératrol en ptérostilbène. 
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V-4-3 Protocole de synthèse du trans-pterostilbène. 
 
V-4-3-1 Préparation du bis(benzonitrile)dichloropalladium. 
 
 2 
 
 
 
 
 
La synthèse est décrite par Anderson et Lin [179]. 
Nous avons obtenu un solide jaunâtre de point de fusion, 122°C. GC-EI-
MS (programme 2): RT : 4.15 min, absence de l’ion moléculaire avec des 
fragments m/z 179(10), 103(100), 76(45). 
 
V-4-3-2 Préparation du p-méthoxyméthyl-iodophénol. 
  
   
   
 
 
 
 
Cette méthoxyméthylation a été effectuée d’après la méthode d’Alzeer J. et al. 
[180]. Du p-iodophénol (3 g, 13.5 mmol) et 1.2 équivalents de 
diisopropyléthylamine (DIPEA, 2.1 g, 16.2 mmol) sont mélangés dans 47.2 ml de  
Pd
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ClN
 
PdCl2 
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Figure 123 : Réaction de synthèse du 
bis(benzonitrile)dichloropalladium. 
Figure 124 : Réaction de synthèse du p-
méthoxyméthyl-iodophénol. 
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dichlorométhane (3,5 mol/mmol) et mis sous agitation. 1.1 équivalents de 
chlorure de méthoxyméthyle (1.2 ml, 14.8 mmol) dans 7.4 ml de dichlorométhane 
(0.5 ml/mmol) sont ajoutés au mélange sous agitation en goutte à goutte. Le 
mélange réactionnel est traité au HCl 5% et lavé avec une solution saturée en 
NaCl, avant d’être séché et évaporé. La p-méthoxyméthyl-iodophénol (2.32 g, 
rendement de 65%) est purifiée sur colonne de silice (32-63 mesh, 60Å, 3 x 22 
cm) éluée par un mélange dichlorométhane/hexane 7/3 (v/v) : Rf de 0.57 ; GC-EI-
MS (programme 2): RT de 10.6 min, m/z [M+] 264.2(100), 234,3(40) ; 1H-RMN 
(200MHz, CDCl3) δ (ppm) : 7.56d (2H, 8.6 Hz, H3,H5), 6.82d (2H, 8.6 Hz, H2,H6), 
5.14s (2H, O-CH2-O), 3.46s (3H, OCH3). 
 
V-4-3-3 Préparation du 3,5-diméthoxy-iodobenzène. 
 
 
 
 
 
 
 
 
La réaction de Sandmeyer a été effectuée avec une méthode modifiée inspirée 
de Clive et al. [181]. 
5 g de nitrite de sodium (72.5 mmol) dans 15 ml d’eau sont ajoutés à un 
mélange, contenant 5 g de 3,5-diméthoxyaniline (32.7 mmol) dissous dans 60 ml 
d’eau distillée supplémentée de 8 ml d’HCl concentré, pendant 1 heure entre 0 et 
5°C. Ce mélange, prenant une consistance laiteuse légèrement rosée, est  
O
O
I
 
O
O
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Figure 125 : Synthèse du 3,5-diméthoxy-iodobenzène par la réaction de Sandmeyer. 
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maintenu à 0°C pendant son transfert, via une filtration à froid, dans une solution 
d’iodure de potassium (KI, 20 g, 120.5 mmol) dans 60 ml d’eau agitée. Le 3,5-
diméthoxy-iodobenzène formé sous forme d’un précipité est collecté sur un 
Büchner avant de le purifier par chromatographie flash (3.15 g, rendement de 
37.3%, pureté 93.4%). GC-EI-MS (programme 2) : RT = 11.5 min, m/z [M+] 
264.1(100), 137(10), 122(10), 107(10), 108,3(25), 1H-RMN (200MHz, CDCl3) δ 
(ppm) : 6.86d (2H, 2.3 Hz, H2,H6), 6.40t (1H, 2.3 Hz, H4), 3.76s (6H, -(OCH3)2). 
 
V-4-3-4 Préparation du 4’-méthoxyméthyl-trans-pterostilbène 
(4’-méthoxyméthyl-trans-4’-hydroxy-3,5-diméthoxy-stilbène). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ce double couplage de Heck a été effectué suivant la méthode de synthèse du 
trans-resvératrol décrite par Jeffery et Ferber [161]. 1 équivalent de p-
méthoxyméthyl-iodophénol (0.85 g, 3.22 mmol), 0.04 équivalents de 
dichloropalladium-bis-benzonitrile (PdCl2(PhCN)2, 0.069 g, 0.13 mmol) et 5.5 
équivalents de vinyl-triméthylsilane (2.8 ml, 1.8 g, 18.12 mmol) sont ajoutés à une  
 
Figure 126 : Réaction de synthèse du 4’-méthoxyméthyl-trans-pterostilbène. 
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suspension, composée de 3 équivalents de fluorure de potassium anhydre (KF, 
0.54 g, 9.31 mmol) et de 2 équivalents de chlorure de tétra-n-butylammonium (n-
Bu4NCl, 1.65 g, 5.95 mmol) dans 5 ml de toluène anhydre, sous agitation et 
atmosphère d’azote. Le mélange réactionnel résultant est agité à température 
ambiante pendant 30 heures. 
L’excès de vinyl-triméthylsilane est enlevé du mélange réactionnel sous pression 
réduite après y avoir ajouté 7 ml de N,N-diméthylformamide (DMF) contenant 3% 
d’H2O. 2.5 équivalents de K2CO3 et 1 équivalent de diméthoxy-iodobenzène (0.85 
g, 3.22 mmol) sont ajoutés au mélange, laissé sous agitation et chauffé à 70°C 
avec un bain d’huile pendant 24 h. Après refroidissement du mélange, de 
l’acétate d’éthyle y est ajouté, et le mélange est filtré sur Celite ®. La phase 
organique est lavée à l’eau, séchée sur MgSO4 et évaporée. Nous obtenons 0.34 
g (rendement : 35%) d’un mélange de 3 produits méthoxyméthylés de masse 300 
g.mol-1 (voir les résultats GC-MS et RMN dans la partie V-4) après passage sur 
une colonne de silice (32-63 mesh, 60 Å, 1 x 42 cm) éluée par 
hexane/toluène/AcOEth, 8/2/1 (v/v/v). 
 
V-4-3-5 Déprotection du goupe méthoxyméthyle. 
 
 
Figure 127: Réaction de déprotection du trans-pterostilbène. 
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Ce processus de déprotection a été réalisé suivant la méthode expérimentale 
utilisée par Ramesh et al. [182]. 
0.3 g (1mmol) du mélange de produits méthoxyméthylés sont dissous dans 10 ml 
de CH2Cl2, auquel on rajoute 800 mg d’un gel de silice modifié selon la méthode 
décrite par Breton [175]. La totalité du mélange est mise sous agitation à 
température ambiante pendant 3 heures. Le mélange réactionnel est ensuite 
filtré, séché sur MgSO4, évaporé puis déposé sur colonne de silice (32-63 mesh, 
60Å) éluée dans un premier temps, par hexane/toluène/AcOEth 8/2/1 (v/v/v) 
jusqu’à l’obtention des produits méthoxyméthylés (Rf : 0.3), puis éluée par 
hexane /toluène/AcOEth 6/2/3 (v/v/v) pour obtenir le trans-pterostilbène (0.1 g, 
rendement total de 12%, 100% de trans). GC-EI-MS (programme 1) : m/z [M+] 
256 (100), 240 (20), 225 (35). RMN-1H (400 MHz, acetone-d6) δ (ppm) : 8.58s 
(OH), 7.46d (8.7 Hz, H2, 6), 7.19d (16.3 Hz, H7), 6.99d (16.3 Hz, H8), 6.86d (8.7 
Hz, H3, 5), 6.74d (2.2 Hz, H10, 14), 6.39t (2.2 Hz, H12), 3.82s (6H, (-OCH3)2). RMN-
13C (100 MHz, acetone-d6) δ (ppm): 162.9 (C11, 13), 159.1 (C4), 141.7 (C9), 130.6 
(C1), 129.3 (C7), 128.3 (C2, 6), 126.0 (C8), 115.9 (C3, 5), 104.5 (C10, 14), 99.6 (C12), 
55.1 (C15). 
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Figure 128 : Trans-pterostilbène. 
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Feuilles  Écorce  
      
        
Chasselas  Solaris  
    
 Stilbènes et 
dérivés 
détectés 
 
RT 
(min) 
UV baba P. v  UV baba  P. v  
Ch.  Br. Oxydat. 
in vitro 
             
δ-viniférinol 6.8 ✔  ✔  nm.  ✔     ✔ 
              
trans-picéide 7.0 ✔ ✔   nm. ✔ ✔      
              
ampélopsine A 8.6     nm.    ✔  ✔  
              
cis-picéide 8.7  ✔ ✔  nm. ✔ ✔      
              
dehydr resv 10  9.9 ✔ tr ✔  nm.  ✔      
              
dehydr resv 11 10.4   ✔  nm.        
              
dehydr resv 12 11.2 ✔    nm.        
              
trans-resvératrol 11.6 ✔ ✔ ✔  nm. ✔ ✔  ✔  ✔  
              
dehydr resv 13 13.5 ✔    nm.        
              
hopeaphénol 13.5     nm.    ✔  ✔  
              
trim resv 682 13.8 ✔  ✔  nm.  ✔      
              
dehydr resv 14 14.2 ✔  ✔  nm.  ✔      
              
trans-ε-viniférine 14.5  ✔ ✔  nm. ✔ ✔  ✔  ✔  
              
trim resv 680 14.7 tr.  ✔  nm.  ✔      
              
dehydr resv 15 15.1 ✔ tr ✔  nm.  ✔      
              
α-viniférine 15.5   ✔  nm.  ✔      
              
trans-δ-viniférine 15.8 ✔ ✔ ✔  nm. ✔ ✔     ✔ 
              
vitisine A 15.8     nm.    ✔  ✔  
              
X452 16.3     nm.    ✔    
              
tetram resv 2 ‘ 16.5     nm.    ✔    
              
tetram resv 2 17.4   ✔  nm.    ✔    
              
trans-ε -resvépterol 20.5   ✔  nm.        
              
trans-pterostilbene 23.5   ✔  nm.  ✔      
              
trans-δ -resvépterol 24.0   ✔  nm.       ✔ 
              
 
tr. : traces nm. : non mesuré dehydr : déhydrodimère du resvératrol, trim : trimère, tétram : tétramère. 
Ch., Chasselas ; Br., Bronner ; Oxid. in vitro, oxydation du resvératrol et du pterostilbène. 
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VII- Conclusions et perspectives. 
 
La vigne est une plante généralement exploitée pour son fruit et son vin. La 
qualité des vendanges implique une grande rigueur dans la lutte contre des 
maladies comme le mildiou. Le développement de cépages naturellement 
résistants au mildiou parallèlement à des programmes préventifs de lutte, basées 
sur les prévisions météorologiques, demeure une solution prométteuse pour 
réduire les risques d’infection secondaire et diminuer l’usage abusif de fongicides 
pouvant nuir, à long terme, au rendement de production viticole et à la santé 
humaine. 
Les méthodes de spectrométrie utilisant des sources API sont beaucoup utilisées 
en chimie des substances naturelles. Parmi elles, l’APPI-MS et ESI-MS sont des 
méthodes qui ont montré, au cours de nos analyses, une grande sensibilité pour 
les molécules dérivés du resvératrol à partir des feuilles de vigne traitées de 
manière biotique et abiotique. L’APPI a été préférée à l’ESI car elle s’est révélée 
à l’origine de meilleurs spectres de masse et d’une sensibilité supérieure pour les 
stilbènes induits, tels que des dimères du resvératrol, dans les feuilles de vigne 
infectées ou traitées par les UV. Ceci nous a permis de mettre au point une 
méthode LC-APPI-MS rapide, qualitative et sensible nous permettant d’établir un 
large profil des stilbènes présents dans nos échantillons à partir de faible quantité 
de matériel (quelques milligrammes de feuilles). Il nous a été permis de procéder 
à de nombreuses expériences MSn, tout en conservant un rapport signal/bruit 
élevé. L’addition d’un dopant (acétone) entre l’HPLC et le détecteur MS 
augmente également ce rapport. Nous pouvons imaginer que cet outil analytique 
puisse profiter aux viticulteurs pour la sélection de variétés de vigne capable de 
biosynthétiser des phytoalexines efficaces contre P. viticola et d’autres 
pathogènes. 
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Nous avons identifé, pour la première fois dans la feuille de vigne infectée la 
trans-δ-viniférine, le trans-δ-resvépterol, le trans-ε-resvépterol et le δ-viniférinol. 
De la même manière, nous avons détecté 4 lignanes, 11 formes de 
resveratrolosides, 3 trimères de resvératrol dont l’α-viniférine et 7 dimères de 
resvératrol montrant des analogies avec l’ε-viniférine et la δ-viniférine. La trans-δ-
viniférine et la trans-δ-resvéptérol montrent des effets inhibiteurs sur la mobilité 
des zoospores de P. viticola, laissant à penser que le trans-δ-resvépterol serait 
une nouvelle phytoalexine caractérisée dans la feuille de vigne infectée. 
L’ampélosine A, l’hopeaphénol, la vitisine A et deux tétramères de resvératrol ont 
été isolés de l’écorce de vigne. L’hopeaphénol, la vitisine A et le mélange des 
deux tétramères de resvératrol sont aussi capables de réduire la motilité des 
zoospores de P. viticola. Un des tétramères caractérisés, mais non encore 
identifié, correspond par son temps de rétention et son spectre UV à un composé 
présent en trace dans les feuilles de Chasselas infectées. BABA, un inducteur 
chimique, peut induire l’accumulation de lignanes, resvératrol, ε- et δ-viniférines 
dans les feuilles de vigne. BABA induit également une accumulation de stilbènes 
dans les parties des feuilles qui ne sont pas au contact avec l’agent pathogène. 
À l’action de ces stilbènes, s’ajouteraient celles des calloses et d’autres 
composés de type phénolique et terpénique, que nous n’avons pas étudié et qui 
sont présents dans la feuille de vigne. L’ensemble de ce mélange de substances 
complexes pourvoirait la défense naturelle de la vigne contre P. viticola. 
De manière à fabriquer du trans-pterostilbène, un des précurseurs des trans-ε- et 
trans-δ-resvépterol, nous avons appliqué une nouvelle voie de synthèse chimique 
pour obtenir ce stilbène. Cette synthèse a nécessité la protection par 
méthoxyméthylation d’un des produits de départ afin de permettre l’activité 
catalytique du palladium dans un double couplage de Heck "One pot". La double 
réaction de Heck catalysée par le bis(benzonitrile)palladium a conduit à 
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l’obtention de 0.39 g de produits méthoxyméthylés avec un rendement total de 
couplage de 35% (couplage trans, 32.2% ; couplage cis, 37.1% ; couplage vinyl, 
11.7%). Cependant, la déprotection éffectuée sur le mélange obtenu 
(déméthoxyméthylation) a donné lieu, principalement, au trans-ptérostilbène 
(98%) au dépens du cis-ptérostilbène (1%) et du vinyl-ptérostilbène (1%). Les 
conditions de synthèse du trans-pterostilbène ne nous ont pas permis d’obtenir 
un bon rendement réactionnel (11%). L’optimisation du système catalytique et le 
choix d’un complexe palladium approprié nous permettrait d’augmenter d’une 
manière non négligeable la régiosélectivité et le rendement de réaction. Le 
ptérostilbène proviendrait, dans la plante infectée par P. viticola, de l’action 
combinée de stilbène synthases et de méthyl-transférase. 
 
Afin de compléter ces travaux, il serait intéressant de poursuivre les biotests 
effectués par des tests sur la germination des zoospores de P. viticola ou sur la 
libération des spores par les sporanges en suspension ou sur d’autres agents 
pathogènes. Bien que ce travail mette de la clarté dans la dénomination de 
stilbènes de la vigne, de nombreuses structures restent encore à être établies et 
complétées : celles du δ-viniférinol, des dimères de resvératrol (analogues d’ε- et 
δ-viniférines), du tétramère TT1 (analogue de la vitisine A),des tétramères TT2 et 
TT2’ (dérivés de l’ε-viniférine). L’étude de leur toxicité vis-à-vis de P. viticola 
serait aussi très informative par rapport aux intéractions hôte-pathogène. 
Quelques questions restent en suspens : Pourquoi le processus d’aoûtement 
induit les stilbènes comme peut le faire localement un parasite ou une induction 
abiotique ? Peut-on considérer que les stilbènes sont au centre des mécanismes 
de résistances ? Quels sont les modes d’action in situ des phytoalexines mises 
en évidence ? 
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Liste des figures : 
 
fig1:  cycle de vie de plasmopara viticola. 
fig2: feuilles de Chasselas infectées (A et B). 
fig3: surface viticole des cépages suisses, 2000 
fig4: Quantité moyennes de produits sanitaires appliqués en Europe (EU-15 entre 1992 et 
1996) 
fig5: Différence morphologique entre les feuilles de Solaris (résistant au mildiou) et de 
Chasselas (sensible au mildiou) (Changins, 2002). 
 
fig6:Origine du Solaris. Avec l’accord de Pr Jean-Marc Neuhaus. 
fig7: Feuille de Solaris infectée par P. viticola : Apparition de nécroses au niveau des 
nombreux sites d’infection. 
fig8: Exemples d’éliciteurs : laminarine (1), chitosane (2), benzothiadiazole ou BTH (3), 
acide salicylique ou SA (4), acide 5-chlorosalicylique (5) et acide Beta-aminobutyrique ou 
BABA (6). 
fig9: Structure générale des stilbènes. 
fig10: Les stilbènes sont induits par la voie de biosynthèse de la L-phénylalanine, elle-même 
issue de la voie des shikimates. La stilbène synthase (STS) est l’enzyme clé qui favorisera la 
formation du resveratrol, précurseur monomérique des oligostibènes, à partir de la p-
coumaroyl-coA. Une compétition existe entre la STS et la chalcone synthase (CHS) car elles 
utilisent le même substrat tetracétonique. Les deux enzymes sont capable d’effectuer trois 
condensations successives du malonyl-coA sur le p-coumaroyl-coA donnant le même substrat 
(*), mais procèdent à un repliement différent de la queue aliphatique. Ceci sera à l’origine de 
la formation de différents systèmes aromatiques par différents mécanismes de cyclisation: La 
STS catalysera plutôt une aldolisation décarboxylative, tandis que la CHS catalyse une 
cyclisation de type Claisen. 
 
fig11: Profil spectral UV caractéristique de stilbènes. 
fig12: (A,B) trans-2-aryl-2,3-dihydrobenzofurane ; (C) trans-2-aryl-2,3-dihydroindène 35. 
R1 et R2 représentent d’autres groupements aryles. 
fig13: Principaux stilbènes de la vigne. 
fig14: Nettoyage des plantes (enlèvement des  
dendrites et les feuilles dégradées). 
fig15: Inoculation par immersion. 
 
fig16: Processus d’incubation à l’obscurité, 20°C. 
fig17: Chambre climatisée. 
fig18: Schéma représentant les zones étudiées sur les disques de feuilles de Chasselas et 
Solaris. 
fig19: Source d’ionisation électrospray. 
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fig20: Zone d’application des techniques ESI et APPI. 
 
fig21: Schéma d’une source APPI et mécanismes de ionisation (directe (A) et avec dopant 
(B, 94)). 
fig22ABC: Schéma d’une trappe ionique (A), (1) électrode circulaire, (2) calotte d’entrée et 
(3) calotte de sortie ; Trajectoire d’ions piégés dans la trappe (B) ; Diagramme de Mathieu 
(C). 
fig23AB: Schéma d’un détecteur ionique en sortie d’analyseur (A): dynode (1) et 
multiplicateur d’électrons. Le multiplicateur est constitué d’une anode (2) et d’une cathode 
(3). Cascade d'électrons produite dans la cathode à partir d’une particule secondaire issue de 
la dynode (B).  
fig24: Niveau d'énergie d'un proton dans un champs magnétique B0. 
fig25: Schéma d'un spectromètre de RMN. 
 
fig26: Comparaison des courbes linéaires de calibration du trans-resvératrol suivant les deux 
types d’ionisation ESI et APPI. 
fig27: Courbes de la calibration du trans-resvératrol suivant les deux types d’ionisation ESI 
et APPI. Système HPLC  (programme "stilbène"): H2O/acétonitrile. Les courbes représentent 
la quantité d’ions formées par rapport au 
 Log Cresvératrol 
fig28: Courbes de la calibration de l’epsilon-viniférine suivant les deux types de ionisation 
ESI et APPI. Système HPLC (programme "stilbène"): H2O/acétonitrile. Les courbes 
représentent la quantité d’ions formées par rapport au Log Cepsilon-viniférine. 
fig29: Comparaison de la calibration de l’epsilon-viniférine suivant les deux types de 
ionisation ESI et APPI. Système HPLC (programme "stilbène"): (H2O+0.5% acide 
acétique)/acétonitrile. Les courbes représentent la quantité d’ions formées par rapport au Log 
Cepsilon-viniférine 
fig30: Comparaison des spectres correspondant aux ions  M – H  - du resvératrol (m/z 227, 
A) et de l’-viniférine (m/z 453, B) obtenus par ESI et par APPI. 
 
fig31: Chromatogrammes d’une sélection d’ions 521 m/z (a,b) et 519 m/z (c) obtenus par 
LC-APPI-MS et LC-ESI-MS après induction UV de feuilles de vigne (26h à l’obscurité). 
fig32: Chromatogrammes d’une sélection d’ions, 471 m/z (a) et 453 m/z (b-g) obtenus par 
LC-APPI-MS et LC-ESI-MS après induction UV de feuilles de vigne (26h à l’obscurité). 
fig33: Dérivés cinnamiques présents dans les feuilles de vignes. 
fig34: Quelques flavonols et flavanols des feuilles de vignes. 
fig35: Structure chimique de la taxifoline-3-O-rhamnoside (1)et de l’hexoside  du 
dihydrokaempférol (2). 
 
fig36: Chromatogrammes UV d’extrait méthanolique de jeunes feuilles de Solaris infectées 
par P. viticola.    307 nm (noir) et 360 nm (gris) 
fig37: Chromatogrammes des ions 519 et 521 m/z dans des extraits de feuilles saines de 
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Chasselas et Solaris. 
 
fig38: Spectres MS et MSn des subtances La et Lb. 
fig39: Spectres MS et MSn des substances Lc et Ld. 
fig40: Lignanes déjà identifiées selon la littérature. 
 
fig41: Les fragmentations présentées arbitrairement sur les formes glycosylées de 
l’isolaricirésinol et du laricirésinol (lignanes déjà connues possédant une masse de 360 
uma), générant les signaux 359, 329 et 178 m/z en mode négatif, sont vraisembablement 
celles qui apparaissent dans les molécules La, Lb, et Lc en accord avec Marinos et al.  
fig42: Profils ioniques des ions correspondants aux signaux 519 et 521 m/z, suspectés d’être 
associés à des lignanes, dans différentes conditions de prétraitement avant infection de 
feuilles de Chasselas et de Solaris par P. viticola ; prétraitement avec une solution aqueuse de 
BABA ou sans BABA (témoin). Les temps d’échantillonage après inoculation sont 0 ou 48h. 
fig43: Profil chromatographique UV (280 et 307 nm) d’extrait méthanolique de feuille de 
vigne infectée par P. viticola. 
fig44: Accumulation de resvératrol dans les feuilles de Chasselas et Solaris infectées. 
(chromatogrammes des ions 227 m/z par LC-APPI-MS de feuilles de Chasselas et de Solaris 
inféctées) 
fig45: trans-picéide. 
 
fig46: cis-picéide. 
fig47: Accumulation des picéides dans des feuilles irradiées (A), saines (C) et infectées (D) de 
Chasselas et des feuilles infectées de Solaris (B). (chromatogrammes des ions 389 m/z par 
LC-APPI-MS) 
fig48: Détection d’hexosides de resvératrol dans les feuilles de Chasselas et de Solaris 
prétraitées (BABA) ou non (CTRL) puis infectées par P. viticola. 
fig49: Induction du -viniférinol dans les feuilles de chasselas irradiés aux UV (après 56h 
dans l’obscurité, 25°C) ou infectées par P. viticola. 
fig50: Spectres MSn à partir du signal 471 m/z correspondant à l’ion [472-H]- isolé de 
l’extrait des feuilles de vigne "stressées". 
 
fig51: Profils chromatographiques (307 nm) des stilbènes de feuilles de Chasselas, soit 
infectées par P. viticola (A), soit irradiées par UV-C (B), comparés aux chromatogrammes de 
standards : trans-epsilon-viniférine et trans-déhydrodimère de resvétratrol produit in vitro. 
fig52: Spectre MS2 de DR10, RT : 9.8 min (programme "stilbène"). 
fig53: Profils chromatographiques du signal 453 m/z correspondant aux ions [454-H]- dans 
les feuilles de Chasselas saines (A), irradiées (B) et infectées (C); LC-ESI-MS. 
fig54: Profils chromatographiques du signal 453 m/z correspondant aux ions [454-H]- dans 
les feuilles de Solaris saines (A) et infectées (B); LC-APPI-MS. 
fig55: Spectre MS2 de DR11, RT : 10.4 min (programme "stilbène"). 
 
fig56: Spectre MS2 de DR12, RT : 11.2 min (programme "stilbène"). 
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fig57: Spectre MS2 de DR13, RT : 13.5 min (programme "stilbène"). 
 
fig58: Spectre MS2 de DR14, RT : 14.2 min (programme "stilbène"). 
fig59: Spectre MS2 de DR15, RT : 15.1 min (programme "stilbène"). 
fig60: Comparaison des spectres UV de la trans-epsilon-viniférine (RT : 14.5 min) et de 
DR15 (RT : 15.1min). 
 
fig61: Spectre MS2 de DR16, RT : 10.3 min (programme "stilbène"). 
fig62: Analogues de viniférines dimèriques. 
fig63: Spectres UV de TR680 (A), TR682 et TR678 (B). 
fig64: Profils chromatographiques des ions [678-H]-, [680-H]-, [682-H]- (programme LC 
"stilbène") dans les feuilles de Solaris saines (A) et infectées (B), et les feuilles de Chasselas 
saines (C) et infectées (D). 
fig65: Spectre MS2 (LC-APPI-MS) du composé TR682. 
 
fig66: Spectre MS2 (LC-APPI-MS) du composé TR680. 
fig67: Spectres UV et MS2 (LC-APPI-MS) du composé TR678. 
fig68: Ampélopsines B (1), C (2), D (3), E (trans et cis, 4) et F (5), gnétines A (6), C (7) et E 
(8). 
fig69: Profil stilbènique des zones inoculées des disques de feuilles de Chasselas infectées par 
P. viticola et prétraitées avec de l’eau ou BABA. (La quantification des composés a été 
estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du trans-resvératrol). 
fig70: Profil de quelques composés phénoliques entre 0 et 48h après inoculation dans des 
feuilles de Solaris infectées par P. viticola et prétraitées avec de l’eau ou BABA. (La 
quantification des composés a été estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du 
trans-resvératrol). 
 
fig71: Profil stilbènique des zones non inoculées de disques de feuilles de Chasselas infectées 
par P. viticola et prétraitées avec de l’eau ou BABA. (La quantification des composés a été 
estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du trans-resvératrol). 
fig72: Profil stilbènique après 7 jours d’incubation de feuilles de plantules (Chasselas) saines 
ou infectées par P. viticola, ayant été prétraité par de l’eau ou BABA. (La quantification des 
composés a été estimée par équivalence avec l’accumulation ionique du trans-resvératrol). 
N : zone inoculée nécrosée ; NN : zone inoculée non nécrosée. 
fig73: Caractérisation chromatographique des stilbènes d’écorce de V. vinifera. 
fig74: Visualisation du chromatogramme UV (280 nm) et des profils ioniques M-H- 
correspondants aux stilbènes d’écorce de V. vinifera. (méthode LC-APPI-MS) 
fig75: Méthodes utilisées pour la caractérisation des stilbènes d’écorce de V. vinifera. 
 
fig76: Spectres UV des catéchines, de X470, de TT3, TT3’, TR1 et TT4, résultats de la 
première méthode (chromatogrammes HPLC semi-préparative). 
fig77: Caractérisation du resvératrol par UV (A), et spectrométrie de masse : MS, (B) et MS2 
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de l’ion de 227 uma (C). 
 
fig78: Caractérisation de l’-viniférine par UV (A), et spectrométrie de masse : MS (B), MS2 
de l’ion 453 (C) et MS3 des ions parents 453 359 (D). 
fig79: Schéma proposé de fragmentations du trans-resvératrol. 
fig80: Schéma proposé de fragmentations du trans-epsilon-viniférine. 
 
fig81: Spectres MS (A), MS2 de l’ion 469 (B) et MS3 des ions parents 469451 (C) de X470. 
fig82: Attribution des carbones et protons de l’ampélopsine A. 
fig83: Corrélation HMBC de l’ampélopsine A. 
fig84: Identification des protons éthylèniques sur le spectre COSY de TT3. 
fig85: Spectre UV de TT1 et TT3. 
 
fig86: Assignation des carbones et protons de TT1 et TT3 (vitisine A). 
fig87: Corrélation HMBC de TT3 (Vitisine A). 
fig88: Spectre MS (A) et MS2 (B) de TT3’ (Hopeaphénol), ESI mode négatif. 
fig89: Hémi-(TT3’) hopeaphénol. 
fig90: Structure proposée de l’hopeaphénol. 
 
fig91: Corrélation HMBC sur l’hémi-(TT3’) hopeaphénol. 
fig92: Spectres UV (A), MS (B) et MS2 de l’ion parent 451 (C) de X452. 
fig93: Spectre UV de TT2. 
fig94: Détection de TT2 dans des disques de feuilles de chasselas infectées. 
fig95: Partie de TT2/TT2’ commune avec la trans-epsilon-viniférine. 
 
fig96: Chromatogramme UV (307 nm) d’un extrait de feuille de Chasselas infectée par P. 
viticola. Les flèches indiquent la présence de deux hétérodimères de 482 uma, X482 à 20.5 
min et Y482 à 24 min. 
fig97: Spectres MS (M-H -, LC-APPI-MS) des composés X482 (A) à 20.5 min et Y482 (B) à 
24 min. 
fig98: Spectres MS2 des trans-delta-viniférine, trans-epsilon-viniférine, X482 et Y482. 
fig99: Variation du profil UV du mélange réactionnel durant la synthèse enzymatique (voir 
partie VI-4). 
fig100: Chromatogrammes UV (307 nm) de feuilles de Chasselas infectées par P. viticola 
(A) et du mélange réactionnel résultant de la dimérisation enzymatique oxydative entre le 
trans-resvératrol et le trans-pterostilbène (B). 
 
fig101: LC-ESI-MS du mélange réactionnel, (A) chromatogramme UV à 307 nm, (B) 
courant ionique 453, 481 et 509 m/z. 
fig102: Trans-delta-viniférine, 454 uma (A), trans-tétraméthoxy-delta-viniférine, 510 uma 
(B). 
IX- Inventaire des figures et tableaux. 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 238 
 
 
fig103: Trans-delta-isoresvépterol (A) et trans-delta-resvépterol (B), deux isomères de 482 
uma. 
fig104: Spectres MS2 (481 m/z) du trans-delta-resvépterol synthétisé (A) et détecté dans les 
feuilles infectées (B). 
fig105: Représentation structurale de la trans-delta-viniférine proposée à partir des données 
HMBC. 
 
fig106: Représentation structurale de la trans-delta-resvépterol proposée à partir des 
données HMBC. 
fig107: Configuration absolue S,S des carbones aliphatiques de la trans-delta-viniférine (A), 
du trans-delta-resvépetrol (B) et du trans-delta-isoresvépterol (C). 
fig108: Données spectrales UV (A), MS (B), MS2 (C) et MS3 (D) du delta-viniférinol. 
fig109: Restrysols A (A) et B (B), structure proposée pour le trans-epsilon-resvépterol (C) ; 
Spectre UV du (X482) trans-epsilon-resvépterol (D). 
fig110: Formation des formes actives (Co I et Co II) de la peroxydase P, responsables de la 
formation des espèces radicalaires ER•. 
 
fig111: Formations des espèces radicalaires ER1-5 (R•) à partir du resvératrol et du 
ptérostilbène (RH). 
fig112: Association des différentes espèces radicalaires à l’origine des viniférines et des 
resvépterols. 
fig113: Structures et corrélations HMBC du trans-pterostilbène (A) et de son dérivé acétylé 
(B). 
fig114: Stratégie de synthèse du trans-ptérostilbène par double réaction de Heck. 
fig115: Synthèse du trans-resvératrol par Jeffery et Ferber. 
 
fig116: Mécanisme réactionnel proposé pour la première étape catalytique de la synthèse du 
trans-pterostilbène. 
fig117: Mécanisme réactionnel proposé pour la deuxième étape catalytique de la synthèse 
du trans-pterostilbène. 
fig118: Produits de la réaction de couplage de Heck.  
fig119: Attribution des carbones et des protons du trans-pterostilbène. 
fig120: Représentation 3D des produits méthoxyméthylés de la double réaction de Heck. 
 
fig121: Implication de la cafféoyl-CoA 3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.104) et de la 
cafféate 3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.68) dans la lignification. 
fig122: Implications potentielles de la cafféoyl-CoA 3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.104) et 
de la cafféate 3-O-méthyltransférase (EC 2.1.1.68) dans la biotransformation du resvératrol 
en ptérostilbène. 
fig 123: Réaction de synthèse du bis(benzonitrile)dichloropalladium. 
IX- Inventaire des figures et tableaux. 
J. Bernard JEAN-DENIS, 2005 239 
fig124: Réaction de synthèse du p-méthoxyméthyl-iodophénol. 
fig125: Synthèse du 3,5-diméthoxy-iodobenzène par la réaction de Sandmeyer. 
 
fig126: Réaction de synthèse du 4’-méthoxyméthyl-trans-pterostilbène. 
fig127: Réaction de déprotection du trans-pterostilbène. 
fig128: Trans-pterostilbène. 
fig129: Chromatogrammes UV d’extrait méthanolique de jeunes feuilles de Solaris infectées 
par P. viticola.    307 nm (noir) et 360 nm (gris) 
 
 
Inventaire des tableaux: 
 
tab1: Structure générale des stilbènes 
tab2: Revue de littérature non exhaustive sur la caractérisation de dérivés de resvératrol dans 
les différentes parties anatomiques de plantes parmi les genres suivants :Vitaceae, 
Dipterocarpaceae, Euphorbiaceae, Leguminosae, Sericeae et Gnetaceae. Degré de Polym- : 
degré de polymérisation. 
tab3: Conditions de traitement des différents échantillons étudiés.TEAI : temps 
d’échantillonage après inoculation ; NN : partie non nécrosée ; N : partie nécrosée ; 
Ch : Chasselas ; So : Solaris. 
tab4: Principaux composés phénoliques totaux de la feuille de Chasselas obtenu par le 
système HPLC-ESI-MS (LCQ) "polyphénols totaux" (Ces composés ont été identifiés par 
comparaison avec des standards, des données chromatographiques et MS de la littérature).  
tab5: Accumulation des différentes formes de resvératrol monomériques dans les feuilles de 
Chasselas et Solaris ayant subi des stress biotiques et abiotiques. 
 
tab6: Distribution des dimères de resvératrol dans les différents systèmes foliaires : Chasselas 
infecté, Chasselas irradié et Solaris infecté. 
tab7: Signaux générés dans les spectres MS2 des composés TR682, TR680 et TR678. 
tab8: Teneur en trans-resvératrol et trans-epsilon-viniférine d’extraits d’écorces de Chasselas, 
Pinot Noir et Bronner (V. vinifera). 
tab9: Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du composé à 470 uma. 
(a) dans acétone-d6 (voir le spectre en annexe) 
tab10: Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C du composé X470 avec les données 
de la littérature. (a) dans acétone-d6 
 
tab11: Données données RMN-1H et RMN-13C des composés TT1 et TT3. 
(voir le tableau 12 présentant la comparaison entre TT3 et les données RMN de la vitisine A). (a) 
dans acétone-d6 (voir le spectre de TT1 en annexe)  
tab12: Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C du composé TT3 (vitisine A) avec les 
données de la littérature. 
tab13: Données RMN-1H et RMN-13C de (TT3’) hopeaphénol. (a), dans acétone-d6 
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(voir le spectre dans en annexe) 
tab14: Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C du composé obtenu avec les données 
de la littérature. (a), dans acétone-d6 
 
tab15: Comparaison des données RMN-1H et RMN-13C (HMQC) du mélange obtenu 
TT2/TT2’ avec les données de la littérature. (a) dans acétone-d6 
 
tab16: Estimation des ED50 des composés et des fractions isolés. 
tab17: Activité biologique des stilbènes et dérivés stilbèniques isolés des sarments de vigne 
sur la mobilité in vitro des zoospores de P. viticola. 
tab18: Collection des fractions en phase inverse à partir de la fraction A. 
tab19: Comparaison de données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) dans acétone-
d6. 
tab20: Mélanges obtenus par le fractionnement de AI par la méthode HPLC-DAD semi-
préparative. 
 
tab21: Comparaison des données spectroscopiques RMN de la delta-viniférine et des 
resvépterols synthétisés. (voir spectres des resvéptérols en annexe) 
tab22: Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du trans-delta-viniférine. 
(acétone-6) 
tab23: Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du trans-delta-resvépterol 
(acétone-d6). 
tab24: Répartition structurale de la grande famille des peroxidases (1.11.1.7). 
tab25: Evaluation sous microscope optique de la motilité des zoospores de P. viticola 
Chaque valeur représente le nombre moyen de zoospores mobiles compté sur une surface de 
0.11 mm2 durant 1 minute (3 réplicats). 
 
tab26: Données RMN-1H et RMN-13C (400 et 100 MHz rescpectivement) du ptérostilbène 
acétylé dans l’acétone-d6. 
tab27: Comparaisons de nos résultats avec ceux de la littérature, RMN-1H (400MHz) et 
RMN-13C (100 MHz) dans l’acétone-d6. 
tab28: Fractionnement du mélange réactionnel sur silice RP-18. 
tab29: Quelques références concernant la synthèse du resvératrol ou du ptérostilbène. 
tab30: Intensités relatives des signaux m/z des produits MOM obtenus ayant une masse de 
300 uma (GC-EI-MS). 
 
tab31: Résultats obtenus par GC-EI-MS, 
tab 32: Données RMN-1H (400 MHz) et RMN-13C (100 MHz) du trans-pterostilbène. 
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Figure 127 : Chromatogrammes UV d’extrait méthanolique de jeunes feuilles de 
Solaris infectées par P. viticola.    307 nm (noir) et 360 nm (gris) 
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